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Insinöörityön tarkoituksena oli verrata mikrobiologista mittausepävarmuutta kahdella eri lä-
hestymistavalla. Mittausepävarmuus voi perustua koko analyysin rinnakkaismäärityksiin
(globaali) tai yksittäisten epävarmuuskomponenttien arvioimiseen ja näiden yhdistämiseen
(bottom-up).
Näiden periaatteiden soveltuvuudesta mittausepävarmuuden arvioimiseen tarvittiin kokeellista
aineistoa molemmilla tavoilla määritettynä. Kokeellinen työ jakaantui kolmeen eri osaan. En-
simmäiseksi määritettiin mittausepävarmuuskomponentit. Toisessa vaiheessa määritettiin tu-
losten hajontaa toistokokeiden avulla, jolloin eri komponentit satunnaistettiin. Viimeisessä
vaiheessa sovellettiin saatuja tuloksia todellisiin näytteisiin ja arvioitiin kahta eri lähestymis-
tapaa.
Käytettävät analyysit olivat aerobisten mikro-organismien määrän selvittäminen jauhelihasta
(PCA-agar, 30 °C, 3 vrk) ja koliformien ja E. colin määrittäminen vesinäytteistä kaupallisella
Colilertilla (37 °C, 1 vrk).
Määritettävät mittausepävarmuuskomponentit olivat tilavuusepävarmuudet, lukemaepävar-
muus, inkubaattorivaikutus sekä alanäytteiden hajonta. Tilavuusepävarmuuksien arvot olivat
melko pienet. Lukemaepävarmuus oli kokonaisbakteerien ja E. colin kohdalla pieni, mutta
koliformien kohdalla jo selvästi suurempi. Inkubaattorivaikutus oli elintarvikenäytteiden koh-
dalla suurempi verrattaessa vesinäytteisiin. Tämä johtuu todennäköisesti menetelmästä.
Elintarvikenäytteen kohdalla eri menetelmillä lasketut mittausepävarmuuden arvot olivat hy-
vin lähellä toisiaan (29,5 %-33,17 %). Vesinäytteen kohdalla arvot vaihtelivat selvästi enem-
män sekä koliformeilla (22,7 %-68,5 %) että E. colilla (20,8 %-60,6%).
Saatuja tuloksia käytetään myöhemmin ISO/TC 147 -alaisen vesimikrobiologian työryhmän
mittausepävarmuusstandardin validoinnissa. Mittausepävarmuutta hyödynnetään viranomais-
päätöksissä verrattaessa veden laatututkimusten tuloksia asetettuihin mikrobiologisiin raja-
arvoihin.
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The aim of the final year project was to compare two approaches to measurement uncer-
tainty in microbiology. Measurement uncertainty can be based on the independent parallel
measurements (global). The other way is to evaluate the components of uncertainty and to
sum up these values (bottom-up).
To apply these principles to the evaluation of microbiology, the experimental data were
needed by both methods. The experimental work had three different parts. The first part
was to quantify the components of uncertainty. The second part was to evaluate the sub-
sampling variances with an experiment in which duplicate analysies were made. In that
experiment the different components were randomized. In the last part, the values of re-
sults were applied and the two different approaches to measurement uncertainty were
evaluated with real samples.
The analysies, which were used, were to quantify aerobic microorganisms in minced-meat
(PCA-agar, 30 °C, 3 days) and quantify coliforms and E. coli in water by commercial
Colilert (37 °C, 1 day).
The components of uncertainty were uncertainty of volume, reading, incubation and sub-
sample. The uncertainty of volumes was quite small. The uncertainty of reading was small
in aerobic microorganisms and E. coli, but in coliforms it was clearly bigger. The uncer-
tainty of incubator was bigger in food samples than in water samples. The reason was
probably the analysis method.
The values of measurement uncertainty of food samples, quantified in four different
methods, were quite equal (29.5 %-33.17 %). The values of measurement uncertainty of
water samples varied more. The values of coliforms were 22.5 %-68.5 % and the values of
E. coli were 20.0 %-60.0 %.
The working group of water microbiology (ISO/TC 147) will later use the values of this
final year project in the validation of measurement standard. Measurement uncertainty
will be utilized in the decisions of authorities when the values of quality research are
compared with the limiting values of microbiology.
Keywords measurement of uncertainty, global, bottom-up, aerobic microorgan-
isms, coliforms, E.coli
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Symbolit ja lyhenteet
y mittaustulos
s kokeellinen keskihajonta (tyyppi A)
u muilla kuin rinnakkaishavaintojen tilastollisilla analyyseillä saatu keskiha-
jonta (tyyppi B)
v suhteellinen keskihajonta
v2 suhteellinen varianssi
vc(y) yhdistetty standardiepävarmuus
SR alkuperäinen globaalimittausepävarmuus
uc(y) muilla kuin rinnakkaishavaintojen tilastollisilla analyyseillä saatu epävar-
muus
U laajennettu epävarmuus, U = kvc(y)
k kattavuuskerroin
µ tai
−
X keskiarvo
vs näytematriisin epävarmuus
vv tilavuusepävarmuus
vz lukemaepävarmuus
vi inkubointiolosuhteista johtuva epävarmuus
vf laimennosepävarmuus
vd jakauman epävarmuus
o
2 tekninen varianssi
MPN Most Probable Number (todennäköisin lukumäärä)
ANOVA Analysis of Variance
AOAC Assoaiation of Analytical Communities
CITAC Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry
EA The European co-operation for Accrediation
EUROM II European Federation of Precision, Mechanical & Optical Industries /
Branch Committees for Optics, Laser & Laboratory Instrumentation
EUROLAB European Federation of National Associations of Measurement, Testing
and Analytical Laboratories
EURAMET European Collaboration in Measurement Standarts
CCQM Consultative Committee for Amount of Substance – Metrology in Chemis-
try
ILAC The International Laboratory Accreditation Cooperation
IUPAC The International Union of Pure and Applied Chemistry
EuCheMS European Association for Chemical and Mpolecular Sciences
ISO/REMCO The ISO Council Committee on Reference Materials
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1 Johdanto
Insinöörityön tavoitteena oli verrata mikrobiologista mittausepävarmuutta kahdella eri
lähestymistavalla. Toinen lähestymistapa on koko analyysin kannalta rinnakkaismääri-
tyksiin ja kansainväliseen standardiin (ISO) perustuva arviointi, ja toinen on askel aske-
leelta eri vaiheiden arviointiin perustuva tapa.
Näiden periaatteiden soveltuvuudesta mittausepävarmuuden arvioimiseen tarvittiin ko-
keellista aineistoa molemmilla tavoilla määritettynä. Nämä kokeelliset osuudet suoritet-
tiin MetropoliLabin tiloissa käyttäen sen laitteita, tarvikkeita ja henkilökuntaa.
Kokeellinen työ jakaantui kolmeen eri osaan. Ensimmäiseksi määritettiin mittausepä-
varmuuskomponentit, kuten tilavuusepävarmuudet ja lukemaepävarmuus. Toisessa vai-
heessa määritettiin tulosten hajontaa toistokokeiden avulla, jolloin eri komponentit sa-
tunnaistettiin. Viimeisessä vaiheessa sovellettiin saatuja tuloksia todellisiin näytteisiin ja
arvioitiin kahta eri lähestymistapaa.
Saatuja tuloksia käytetään myöhemmin ISO/TC 147 -alaisen vesimikrobiologian työ-
ryhmän mittausepävarmuusstandardin validoinnissa. Mittausepävarmuutta hyödynne-
tään viranomaispäätöksissä verrattaessa veden laatututkimusten tuloksia asetettuihin
mikrobiologisiin raja-arvoihin.
Haluan kiittää ohjaajiani Seppo Niemelää ja Seija Kalsoa, jotka neuvoivat ja ohjasivat
työtäni. Lisäksi haluan kiittää MetropoliLabin henkilökuntaa ja työni ohjaavaa opetta-
jaa Heikki Ojamoa.
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2 MetropoliLab
Tämä insinöörityö tehtiin MetropoliLabin tiloissa. MetropoliLab on Helsingin, Vantaan,
Espoon ja Kauniaisten yhteinen elintarvike-, vesi- ja ympäristönäytteiden tutkimuksiin
erikoistunut laboratorio. Laboratorio on liikelaitos, joka kuuluu Helsingin kaupungin
organisaatioon. MetropoliLab aloitti toimintansa Viikissä vuoden 2008 alusta.
Laboratorioiden yhdistyminen loi hyvät mahdollisuudet menetelmien laajentamiseen ja
uusien menetelmien käyttöönottoon. Tämän johdosta laboratorion toiminta on erittäin
laadukasta ja monipuolista. Laboratoriossa tutkitaan muun muassa talous-, uima-, jäte-
ja vesistövesiä, elintarvikkeiden mikrobeja, vieraita aineita, lisäaineita sekä sisä- ja ul-
koilman haitta-aineita, kosteuden vaurioittamien rakennusmateriaalien mikrobeja ja
pilaantunutta maaperää.
Laboratorion asiakkaita ovat kunnat, kunnalliset yritykset, yksityiset yritykset sekä yksi-
tyishenkilöt. Esimerkiksi kunnat voivat toimittaa ympäristötoimistojen tai terveystarkas-
tajien näytteet MetropoliLabiin tutkittaviksi.
MetropoliLabin päätöksenteossa on mukana neljän kunnan edustajista koottu johtokunta
sekä toimitusjohtaja. Koko MetropoliLabin ylimpänä johtona on toimitusjohtaja, joka
vastaa laboratorion toiminnasta kokonaisuudessaan. Eri osastoilla on osastopäälliköt,
jotka vastaavat omien osastojensa toiminnasta. Laboratoriossa työskentelee laborantteja,
kemistejä sekä mikrobiologeja.
MetropoliLab on FINAS-akkreditoitu testauslaboratorio T058. Tämä tarkoittaa, että
FINAS-akkreditointipalvelu on todennut laboratorion pätevyyden ja hyväksynyt sen
menettelytavat kansainvälisiin kriteereihin perustuen. Lisäksi laboratorion antamia to-
distuksia voidaan pitää luotettavina ja oikeellisina.
Elintarviketurvallisuusvirasto (Evira) on myöntänyt MetropoliLabille hyväksynnän elin-
tarvikelain 23/2006, terveydensuojelulain 763/1994, lannoitevalmistelain 539/2006 ja
sivutuoteasetuksen 1774/2002 nojalla tehdyille analyyseille.
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3 Mittausepävarmuutta käsittelevät organisaatiot
3.1 Mittatekniikan keskus
Mittatekniikan keskus (MIKES) ylläpitää ja kehittää kansallista mittanormaalijärjestel-
mää ja vastaa SI-yksikköjärjestelmän toteuttamisesta. MIKES osallistuu SI-järjestelmän
kehittämiseen kansainväliseen metrisopimukseen perustuvien organisaatioiden kanssa
(CGPM/CIPM/BIPM) ja edustaa Suomea EUROMETin hallintokomiteassa. [1]
3.2 Eurachem
Eurachem on vuonna 1989 perustettu järjestö, jonka päätavoitteena on ylläpitää ja edis-
tää kansainvälisesti hyvää laatua ja luotettavuutta kemiallisten mittausten kohdalla. Täl-
löin Eurachemin jäseninä olivat kaikki silloiset EU- ja EFTA-maat sekä Albania, Turk-
ki, Unkari, Ukraina ja silloinen Neuvostoliitto. Yhteistyöjärjestöinä toimivat AOAC,
CITAC, EA, EUROM II, EUROLAB, EURAMET, CCQM, ILAC, IUPAC, EuCheMS
ja ISO/REMCO. Eurachem perustettiin, jotta eri järjestöt ja organisaatiot voisivat työs-
kennellä yhdessä analyyttisten mittausten parissa ja viedä tiedettä tältä osin eteenpäin.
Eurachemin yhtenä tehtävänä on antaa keskustelumahdollisuus eri organisaatioiden vä-
lille mm. koskien kemiallisten analyysien lähestymistapaa sekä teknisestä näkökulmasta
että analyysien menettelytavasta. [2]
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4 Mittausepävarmuus
4.1 Mittausepävarmuus, mittaustulos ja mittaus
Metrologia on mittauksia käsittelevä tieteenala, jonka korkein organisaatio Euroopassa
on EUROMET. Metrologia määrittelee mittausepävarmuuden perus- ja yleistermien
sanaston mukaan mittaustulokseen liittyväksi parametriksi, joka kuvaa mittaussuureen
arvojen oletettua vaihtelua. Mittausepävarmuus on keskihajonnan tyyppinen suure, jon-
ka määrittämiseksi on kaksi päämenetelmää, joista käytetään nimitystä A ja B.
[1; 3 s. 11]
Mittaustulos on lopullinen lukuarvo, joka analyysiprosessin päätteeksi ilmoitetaan tut-
kimuksen tilaajalle. Mittaustulos sekä mittausepävarmuus ovat yhdistelmä useista mit-
tauksista tai havainnoista ja niiden epävarmuudesta. [3 s. 11]
4.2 Mittausvirhe
Mittauksiin liittyy aina virhettä, eikä siten ole olemassakaan virheetöntä mittaustulosta.
On kuitenkin tärkeää ymmärtää virheen ja mittausepävarmuuden ero. Virhe määritellään
yksittäisen tuloksen ja suureen todellisen arvon eroksi. Toisin sanoen virhe on yksittäi-
nen arvo. Mittausepävarmuus taas kuvataan vaihteluvälinä. Analyysin tulos voidaan
saada hyvinkin lähelle oikeata tulosta korjaamalla virhe, mutta mittausepävarmuuden
arvio voi silti pysyä suurena, koska analysoijalla ei ole tietoa siitä, miten lähellä oikeata
analyysin tulos on. Mittausvirheeseen liittyy sekä satunnaisvirhettä että systemaattista
virhettä. [6 s. 5]
4.3 Satunnaisvirhe
Mittausten tarkkuuden tunnusluvut perustuvat oletukseen, että mittaushavainnot ja niistä
johdetut suureet ovat normaalijakautuneita satunnaissuureita ja niiden virheet satun-
naisvirheitä. Satunnaisvirheiden suuruus vaihtelee satunnaisesti toistettaessa samaa mit-
tausta useaan kertaan samankaltaisissa olosuhteissa. Satunnaisvirheiden vaikutusta ei
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voida poistaa korjaamalla, mutta niiden osuutta voidaan vähentää lisäämällä mittauksen
havainnointien lukumäärää. [20 s. 3]
4.4 Systemaattinen virhe
Systemaattiset virheet ovat jossakin funktionaalisessa yhteydessä mittaushavaintoon. Ne
ovat samoissa olosuhteissa vakioarvoisia tai riippuvaisia olosuhteista jollakin säännön-
mukaisella tavalla. Yleisimpien mittauksissa vaikuttavien systemaattisten virheiden syyt
ja vaikutustapa tunnetaan. Niiden vaikutus poistetaan korjaamalla havaintoja tai suorit-
tamalla ne tavalla, jossa niiden vaikutus eliminoituu havaintojen keskiarvosta. [20 s. 9]
Kuten Hyvärinen on maininnut insinöörityössään, mikrobiologisten menetelmien sys-
temaattinen virhe johtuu erittäin vähän analyysilaitteistoista, ja pääsyynä ovatkin erilai-
set stressit ja vauriot, joiden alaiseksi elävä analyytti on joutunut. Nämä tekijät vaikut-
tavat lähes pelkästään tulosta alentavasti. Todennäköinen vaikutussuunta on siis tiedos-
sa, mutta suuruus vaihtelee tapauskohtaisesti eikä se ole ennakoitavissa tai jälkikäteen
määritettävissä.1) [7 s.12]
4.5 Kirjainsymboliikka
Mittausepävarmuutta koskevissa oppaissa (ISO 1995, Eurachem 1995) mittauksen tu-
losta kuvataan symbolilla y, ja mittausepävarmuutta kirjainsymbolilla u (standard uncer-
tainty) silloin, kun se vastaa suuruudeltaan jakauman keskihajontaa. Tälle käytetään
nimitystä standardiepävarmuus. Kirjainsymboli u saattaa tarkoittaa joissain yhteyksissä
myös suhteellista keskihajontaa, jonka takia Niemelä käyttää artikkeleissaan suhteelli-
selle keskihajonnalle symbolia v ja kokeellisesti saadulle (tyyppi A) keskihajonnalle
symbolia s. Muilla kuin rinnakkaishavaintojen tilastollisilla analyyseillä saadulle keski-
hajonnalle (tyyppi B) Niemelä käyttää symbolia u. [3 s. 11]
1) Hyvärisen tieto perustuu seuraavaan lähteeseen: Metrologian neuvottelukunta. Kemian jaos-
to, mikrobiologian työryhmä. 1999. Mikrobiologisen metrologian tilanneselvitys ja kehittämis-
suunnitelma. Mittatekniikan keskus. Julkaisu J5/1999. Helsinki
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Kun mittaustuloksen epävarmuus saadaan yhdistämällä monesta eri osatekijästä, puhu-
taan yhdistetystä standardiepävarmuudesta. Yhdistetty standardiepävarmuus saadaan
ottamalla positiivinen neliöjuuri lopullisesta varianssista, jossa on yhdistetty kaikki epä-
varmuuden eri tekijät. ISO (1995) ja Eurachem (1995) käyttävät yhdistetylle standar-
diepävarmuudelle alaindeksiä c (combined standard uncertainty, uc). [3 s. 11]
Joissakin tilanteissa on tarpeellista ilmoittaa epävarmuuden arvo, joka kattaa huomatta-
van osan koko odotettavissa olevasta havaintojoukosta. Tällöin käytetään käsitettä laa-
jennettu epävarmuus (expanded uncertainty). Tätä merkitään kirjainsymbolilla U. Laa-
jennettu epävarmuus saadaan kertomalla yhdistetty standardiepävarmuus uc kattavuus-
kertoimella k (kaava 1). Kattavuuskerroin on käsitteenä sukua luottamusväliajattelulle.
Yleensä kattavuuskertoimen arvo on 2 tai 3. Kattavuuskerroin k = 2 vastaa normaalija-
kauman tapauksessa noin 95 % luottamusväliä. [3 s. 11]
)( yukU c∗= (1)
4.6 Mittausepävarmuuden ilmaiseminen
ISO (1995) käyttää neljää eri tapaa ilmaista mittaustuloksen mittausepävarmuus. Näistä
suositellaan käytettäväksi kolmea ensimmäistä standardiepävarmuuden yhteydessä. /2
Vaihtoehtoiset tavat, joilla mittausepävarmuus voidaan ilmoittaa, ovat seuraavat. Esi-
merkeissä mitatun bakteeripitoisuuden arvoa merkitään y:llä ja sen yhdistettyä standar-
diepävarmuutta uc(y):llä. [3 s. 11]
1) y = 1250 ml-1, sy = 500 ml-1
2) y = 1250(500) ml-1, missä sulkeisiin merkitty luku tarkoittaa mittauksen yhdistettyä
standardiepävarmuutta sy kohdistettuna ilmoitetun tuloksen kolmelle viimeiselle nume-
rolle.
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3) y = 1250(500) ml-1, missä sulkeisiin merkitty lukuarvo on sy ilmaistuna mittaustulok-
sen yksiköissä.
Edellä esitettyjä luontevampaa mikrobiologisten tulosten yhteydessä olisi epävarmuu-
den ilmaiseminen suhteellisena uy tai prosentuaalisesti 100uy %. Esimerkiksi y = 1250
ml-1 (uy = 40 %) on suositeltava tapa. [3 s. 12]
Mittausepävarmuuteen voidaan liittää myös laajennettu epävarmuuden arvo U, jolloin
on tarpeellista kertoa, mistä epävarmuuden arvo on peräisin. Esimerkiksi seuraavaa ta-
paa suositellaan:
y = (6400±1620) ml-1, missä ± merkin jälkeinen lukuarvo on (laajennettu epävarmuus)
S = ksy arvioituna pesäkelukumäärään 64 liittyvästä Poisson-jakauman standardiepä-
varmuudesta s = 8 ml-1 (u = 0,125), siirrostilavuuden suhteellisesta standardiepävar-
muudesta u = 0,02 ja kattavuuskertoimesta k = 2. [3 s. 12]
4.7 Mittausepävarmuuden ilmaiseminen mikrobiologiassa
Mikrobiologiassa tulos ilmoitetaan yleensä y = x*10k, missä x on usein desimaaliluku ja
k kokonaisluku. Tätä tapaa käytetään sen takia, että mikrobipitoisuudet ovat usein mil-
joonia tai satoja miljoonia grammaa kohti.
Esimerkiksi jos tulos on y = 1300000 g-1, jonka mittausepävarmuus on 25 %, tulos voi-
daan ilmoittaa esimerkiksi seuraavasti: 1,3 x 106 g-1, vy = 0,33 x 106. [19 s. 13]
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5 Mittausepävarmuuden määritysperiaatteet
5.1 Eurachemin ohjeistus mittausepävarmuuden koostamiseen
5.1.1 Epävarmuuden koostaminen
Eurachemin oppaassa epävarmuuden arvioiminen on porrastettu neljään osaan: mittaus-
kohteen määrittämiseen, mittaukseen liittyvien epävarmuuslähteiden tunnistamiseen,
epävarmuuskomponenttien numeeristen arvojen määrittämiseen sekä yhdistetyn epä-
varmuuden koostamiseen ja laskemiseen. [6 s. 11]
Eurachem antaa tarkan ohjeistuksen mittausepävarmuuksien arviointiin ja ilmaisuun.
Nämä perustuvat ISO:n määrittelemään mittausepävarmuuksien lähestymistapaan
(”Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement”). [6 s.3]
On tärkeää huomata, että tämä ohjeistus on kvantitatiivisille kemiallisille analyyseille.
Mikrobiologisiin analyyseihin on laadittu erikseen ohjeet mittausepävarmuuksien arvi-
ointiin ja ilmaisuun.
5.1.2 Mittauskohteen määrittäminen
Ensimmäisessä vaiheessa märitetään mittauskohde ja käytettävät mittausmenetelmät.
On tärkeää antaa alussa selvä ja yksiselitteinen selvitys mittauksesta. Analyyttisissä
mittauksissa on tärkeää selvittää, miten menetelmät riippuvat toisistaan ja kuinka ennal-
ta arvattavissa tulokset ovat. [6 s. 13]
5.1.3 Mittaukseen liittyvien mittausepävarmuuksien tunnistaminen
Seuraavan vaiheen päätarkoituksena on koota yksittäiset epävarmuuslähteet. Tässä vai-
heessa ei ole vielä tärkeää miettiä yksittäisiä epävarmuuskomponentteja, vaan tärkeäm-
pää on löytää kohdat, jotka aiheuttavat ylipäätänsä mittauksissa epävarmuutta. Epävar-
muus voi koostua hyvinkin monesta eri osasta, ja epävarmuuden lähteitä löytyy jokai-
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sesta mittauksen vaiheesta itse mitattavan kohteen valinnasta aina tulosten lukemiseen
ja kirjaamiseen asti. [6 s. 14]
Epävarmuuden lähteitä ovat näytteenotto, säilytysolosuhteet ja muut ympäristöolosuh-
teet, matriisin vaikutukset, mittalaitteiden ja laitteistojen epävarmuudet, reagenssien
puhtaus, stoikiometria, laskennalliset vaikutukset, vertailunäytteen oikeellisuus sekä
satunnainen vaihtelu. Muodostettaessa epävarmuutta valitaan yksitellen jokainen epä-
varmuuden lähde, ja tarkastellaan sitä erikseen. Mikäli joidenkin tekijöiden välillä löy-
tyy korrelaatiota, pitää määrittää kovarianssi. Tällöin tutkitaan muuttujien välistä riip-
puvuutta. [6 s. 15; 8 s. 11]
5.1.4 Epävarmuuskomponenttien määrittäminen
Kolmannessa vaiheessa määritetään yksittäiset epävarmuudet ja lasketaan niille numee-
riset epävarmuusarvot. Tämä voidaan tehdä arvioimalla epävarmuus jokaisesta yksitäi-
sestä lähteestä ja yhdistämällä ne lopulta keskenään. Toinen vaihtoehto on määrittää
epävarmuus mittaustuloksesta tai osasta mittaustuloksia. [6 s. 16]
5.1.5 Epävarmuuksien laskeminen
Epävarmuuskomponenttien määrityksessä on tärkeää huomioida, että komponenttien
osuudet yhdistetystä epävarmuudesta vaihtelevat, eivätkä kaikki vaikuta yhdistettyyn
epävarmuuteen yhtä paljon. [6 s. 16]
Viimeisessä vaiheessa lasketaan tuloksen lopullinen epävarmuus. Ennen yhdistämistä
kaikki epävarmuuskomponenttien arvot ilmaistaan standardiepävarmuusarvoina. Näistä
standardiepävarmuuden arvoista lasketaan yhdistetty standardiepävarmuus. Yhdistetystä
standardiepävarmuuden arvosta määritetään lopuksi vielä laajennettu epävarmuus ker-
tomalla epävarmuusarvo valitulla kattavuuskertoimella. [6 s. 25]
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6 ISO:n (1995) määritysperiaatteet mittausepävarmuudelle
6.1 Perustyyppi A
Mikrobiologisen mittauksen hajonnan arvioimiseksi on kaksi eri lähestymistapaa. ISO
käyttää näille nimityksiä tyyppi A ja tyyppi B. A-tyyppinen keskihajonta (kaava 2)
(standardiepävarmuus) saadaan n:n riippumattoman rinnakkaismittauksen x1, x2, …, xn
kokeellisen keskihajonnan (otoskeskihajonta) kaavasta, missä
−
X tarkoittaa keskiarvoa.
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Laskettaessa A-tyypin mittausepävarmuutta mittauksia pitää toistaa niin monta kertaa,
että tuloksen otoshajonnasta saadaan luotettava arvio. Jopa 50 rinnakkaismittauksen
otoskeskihajonnan suhteellinen epävarmuus on normaalijakaumaa noudattavissa mitta-
uksissa vielä noin 10 %, ja esimerkiksi kymmenen rinnakkaismittauksen keskihajonnan
epävarmuus on 24 %. [8 s.12]
6.2 Perustyyppi B
B-tyyppinen mittausepävarmuus saadaan muilla kuin rinnakkaishavaintojen tilastollisil-
la analyyseillä. Tällöin epävarmuusvarianssi u2 tai standardiepävarmuus u perustuu jo
olemassa olevaan tieteelliseen tietoon mittaussuureen mahdollisesta vaihtelusta. Tieto
voi olla peräisin tilastollisesta teoriasta, aikaisemmista vastaavanlaisista mittauksista,
kokemuksesta tai yleisistä käsityksistä mittalaitteiden ja materiaalien ominaisuuksista,
valmistajan spesifikaatioista, kalibrointi- ja sertifiointiraporteissa julkaistuista vertai-
luarvoista tai käsikirjojen antamista epävarmuusarvoista. B-tyyppinen epävarmuusarvio
saattaa olla jopa luotettavampi kuin vähäiseen rinnakkaisten määrään perustuva A-
tyyppinen epävarmuus. [3 s. 14]
 17
7 Globaali ja bottom-up-mittausepävarmuuden empiirinen vertailu
Analogisesti tyyppien A ja B kanssa voidaan myös kokonaisen analyysiprosessin anta-
man tuloksen epävarmuus arvioida vaihtoehtoisesti joko riippumattomista rinnakkais-
määrityksistä (tyyppi A) tai muista tiedoista (tyyppi B).
Mittausepävarmuutta, joka perustuu koko analyysin rinnakkaismäärityksiin, kutsutaan
globaaliksi (global) tai top-down-arvioinniksi. Tällöin analyysiprosessin lopputulosta
tarkastellaan ulkoa päin, välittämättä mistä eri komponenteista kokonaisepävarmuus
koostuu. Globaalissa arvioinnissa lopputuloksen hajonnan uskotaan sisältävän tällöin
kattavasti kaikkien, tuntemattomienkin, tekijöiden vaikutukset. [18]
Bottom-up arvioinnissa analyysiprosessia tarkastellaan askel askeleelta alusta loppuun
tunnistaen ja arvioiden jokainen vaihtelua aiheuttava komponentti erikseen. Yksittäisten
komponenttien arvioinnin jälkeen ne yhdistetään yhtenäiseksi mittausepävarmuudeksi
(ISO 1995). Arviointia nimitetään myös GUM-prosessiksi, joka tulee ISO:n julkaise-
masta perusohjeesta ”Guide to the expression of uncertainty in measurement”.
7.1 Mittausepävarmuuden globaali estimointi
Globaali estimointi perustuu ISO 19036 -julkaisuun. Perusideana on, että jokaisesta
valitusta näytteestä tehdään kaksi riippumatonta analyysiä. Näiden logaritmisista arvois-
ta lasketaan varianssi. Kaikista näytteistä saatu varianssien keskiarvo on globaalin suh-
teellisen mittausepävarmuuden neliö. [18]
ISO 19036:n mukaan, jokaisesta näytetyypistä tarvitaan vähintään kymmenen näytettä,
joista varianssien keskiarvo lasketaan. Suositeltavaa olisi, että tulokset perustuvat suu-
riin pesäkkeiden lukumääriin. Alarajana voidaan pitää 10:tä pesäkettä. [18]
Näytteiden ja pesäkkeiden lukumäärän lisäksi globaalin mittausepävarmuuden määri-
tyksessä on vaatimus rinnakkaismääritykselle. Rinnakkaismäärityksissä kahden rinnak-
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kaisnäytteen analyysiolosuhteiden pitäisi vaihdella uskottavasti siten, miten ne vaihtele-
vat todellisuudessa. [18]
7.2 Mittausepävarmuuden bottom-up-estimointi
Bottom-up-mittausepävarmuuden estimointi perustuu useiden osatekijöiden mittausepä-
varmuuksiin. Näiden komponenttien arvot on järkevää ilmaista prosentuaalisesti. Tässä
insinöörityössä arvioitavat komponentit olivat näytematriisi (vs), tilavuusepävarmuus
(vv), lukemaepävarmuus (vz) sekä inkubointiolosuhteet (vi). Näiden lisäksi yhdistetyn
mittausepävarmuuden koostamiseen käytettiin jakaumaepävarmuuden arvoa (Poisson-
komponentti).
Lopullisessa tuloksessa yhdistetty mittausepävarmuus laskettiin GUM-periaatteella
komponenttien vektorisummana kaavalla 3. [18]
∑= 2)( ic vyv (3)
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8 Yhdistetty epävarmuus
A-tyyppisen epävarmuuden määrittämiseen tarvitaan useita toistoja. Tämä ei ole yleensä
käytännössä mahdollista yksittäisten mittausten kohdalla. Tällöin voidaan koostaa yh-
distetty epävarmuus analyysiprosessiin liittyvien osamittausten eri tavoin määritetyistä
mittausepävarmuuden arvoista. [3 s. 15]
Yhdistetty epävarmuus koostetaan tunnistamalla ja luetteloimalla tärkeimmät analyysin
eri vaiheissa vaikuttavat epävarmuustekijät. A- tai B-tyypin menettelyllä arvioidaan
kunkin suuruus, ja eri epävarmuuskomponenttien arvot yhdistetään matemaattisesti.
[3 s. 15]
Määritettäessä sekä A-tyyppistä toistomääritystä että yhdistetyn epävarmuuden mallin-
tamista on päätettävä, mitkä epävarmuustekijät otetaan mukaan. Tärkein valinta koskee
sitä, sisällytetäänkö näytekohteessa esiintyvä mikrobipitoisuuden otosvaihtelu epävar-
muusestimaattiin vai tarkoitetaanko epävarmuudella ainoastaan yhden näytteen labora-
torioanalyysin hajontaa. [3 s. 15]
Kun kaikki osatekijät on tunnistettu ja arvioitu, matemaattisesti koostetun yhdistetyn
epävarmuuden estimaatin ja rinnakkaishavaintoihin perustuvan estimaatin pitäisi olla
keskenään samansuuruisia. Jos arvot eivät ole samansuuruisia, rinnakkaishavaintoihin
vaikuttaa epävarmuustekijöitä, jota ei ole ymmärretty sisällyttää matemaattiseen epä-
varmuusmalliin. Mikrobiologiassa tavallisin syy on jokin ”vahinko”, kuten kontaminaa-
tio, jolle ei ole olemassa todennäköisyyttä tai matemaattista mallia. [3 s. 15]
8.1 Epävarmuuskomponenttien tietolähteet
Mittausepävarmuuden komponentteja voidaan saada omista toistomittauksista, tieteelli-
sestä kirjallisuudesta tai aikaisemmin kootuista varianssianalyyseista. Tietolähteinä voi-
daan käyttää myös matemaattista teoriaa (Poisson-jakauma) tai approksimaatioita kuten
tasaista tai kolmiojakaumaa. Myös puhdas arvaus on sallittu, jos epävarmuusarvoja ra-
portoitaessa selvästi osoitetaan, mistä arvo on saatu. [8 s. 11]
 20
9 Mittausepävarmuuteen liittyvät jakaumat
9.1 Tasainen jakauma
Lähtösuureen arvojen voidaan olettaa vaihtelevan joissakin rajoissa, mutta ei ole käsi-
tystä arvojen todennäköisyydestä. Yksi mahdollisuus on pitää jokaista arvoa välillä
–a…+a yhtä todennäköisenä. Tällöin todennäköisyysjakaumaa kutsutaan kuvan 1 mu-
kaiseksi tasaiseksi jakaumaksi. [8 s.16 – 17]
-a 0 +a
Kuva 1. Tasainen jakauma.
Kaavassa 4 on esitetty tasaisen jakauman standardiepävarmuuden arvo (ISO 1995).
3
a
s = (4)
9.2 Kolmiojakauma
Toisaalta lähtösuureen arvo voi olla lähellä ilmoitettua, mutta toisaalta hyväksytään
mahdolliseksi enintään suuruudeltaan ±a oleva ero. Tällöin todennäköisyysjakaumaa
kuvataan tasakylkisellä kolmiolla, joka on esitetty kuvassa 2. Kolmiojakaumassa huippu
on kohdassa 0 ja kannan päätepisteet arvoissa –a ja +a. [8 s. 16 – 18]
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-a 0 +a
Kuva 2. Kolmiojakauma.
Kaavassa 5 on esitetty kolmiojakauman standardiepävarmuus (ISO 1995).
6
a
s = (5)
9.3 Poisson-jakauma
Bakteerien lukumäärä liuoksessa noudattaa suurella todennäköisyydellä Poisson-
jakaumaa. Mallia käytetään käsiteltäessä hiukkasten umpimähkäistä hajontaa homo-
geenisista suspensioista otetuissa rinnakkaisnäytteissä. Siksi Poisson-jakaumaa pide-
täänkin pohjana lähes kaikissa mikrobitiheyden määrityksissä. [4 s. 8]
Tärkein Poisson-jakauman tilastollisista ominaisuuksista on sen keskiarvon ja varians-
sin yhtäsuuruus (µ = σ2). Jokainen pesäkelukumäärä on täten yhtä aikaa arvio keskimää-
räiselle pesäketiheydelle ja sen satunnaisvaihtelulle. Suurin osa tilastollisista testeistä
mikrobiologisten määritysten perusyksikön tasolla pohjautuu tähän. Toinen tärkeä omi-
naisuus Poisson-jakaumassa on sen additiivisuus. Jos pesäkeluvut 1 ml:n näytteistä seu-
raavat Poisson-jakaumaa, niin myös 10 ml:n näytteiden pesäkeluvut seuraavat samaa
jakaumaa, mutta kymmenkertaisella keskiarvolla ja varianssilla. [4 s. 8]
Hyvärinen käsittelee insinöörityössään mikrobien esiintymistiheyttä2). Mikrobien esiin-
tymistiheyden kuvaamiseen käytetään todennäköisintä esiintymistiheyttä (keskiarvoa)
sekä hajontaa (varianssia ja keskihajontaa). Poisson-jakaumaa käytettäessä varianssi
voidaan määrittää, kun tiedetään pesäkelukumäärä. Tällöin laskettujen pesäkkeiden
määrä ratkaisee suhteellisen keskihajonnan, ei laskettujen maljojen määrä. [7 s. 15]
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Pesäkkeiden kokonaismäärän ollessa 25–30 päästään alueelle, jolla Poisson-jakauma on
lähes symmetrinen. Jos useiden samasta erästä tutkittujen näytteiden tulokset osoittavat,
että jakauma on vino vasemmalle ja näiden pesäkemäärien aritmeettinen keskiarvo
muodostuu liian suureksi, jakaumasta saadaan symmetrinen käyttämällä pesäkkeistä
logaritmimuotoa. Kuten Hyvärinenkin mainitsee insinöörityössään, on tällöin perustel-
tavaa ilmoittaa kvantitatiivisten menetelmien avulla saadut tulokset logaritmimuodos-
sa.2) [7 s. 15]
2) Hyvärisen tieto perustuu seuraavaan lähteeseen: NMKL procedure no 8. Version 1. 1999.
Measurement of uncertainty in microbiological examination of foods. Painopaikka puuttuu.
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10 Yhdistetyn epävarmuuden matemaattinen koostaminen
Yhdistetty epävarmuus koostetaan osistaan vektorisumman periaatteella. Epävarmuus
muodostetaan tekijöiden matemaattisista yhteyksistä riippuen joko suhde- (log-) tai vä-
limatka-asteikossa. Tämän takia lopullisen mittaustuloksen suhde lähtösuureisiin on
pystyttävä ilmaisemaan matemaattisen kaavan muodossa. Kaavan pitäisi sisältää kaikki
tarvittavat välitulokset sekä korjaukset ja korjauskertoimet, jotka saattavat vaikuttaa
merkittävästi mittaustulokseen ja sen epävarmuuteen. [3 s.23]
Koska mikrobiologisissa määrityksissä matemaattinen epävarmuuden arviointi edellyt-
tää usein liikkumista mitta-asteikosta toiseen, on tärkeää erottaa välimatka-asteikossa
mitattu standardiepävarmuus (keskihajonta) suhde- tai logaritmiasteikossa mitatusta
standardiepävarmuudesta (suhteellinen keskihajonta). [3 s.23]
Jos kaikki epävarmuuskomponentit ovat toisistaan riippumattomia, niin vektorisumman
arvo on sama kuin geometrinen summa (neliöjuuri varianssien summasta). Tällöin pu-
hutaan ns. euklidisesta etäisyydestä. [3 s.23]
Jos taas jonkin epävarmuuskomponentin arvo riippuu jonkin toisen epävarmuuskom-
ponentin arvosta, nämä epävarmuustekijät ovat korreloituneita. Arvioitaessa niiden yh-
teisvaikutusta on otettava huomioon myös niiden välinen korrelaatio. [3 s.23]
Muodostettaessa yhdistettyä epävarmuutta summan ja erotuksen riippumattomat epä-
varmuuskomponentit yhdistetään absoluuttisina (välimatka-asteikossa) ja tulon ja osa-
määrän epävarmuuskomponentit suhteellisina (suhde- tai log-asteikossa). [3 s.23]
10.1 Riippumattomien muuttujien yhdistelykaavat
Olkoon kahden riippumattoman lähtösuureen A ja B mitatuista arvoista saadut keskiha-
jonnat uA ja uB tai suhteelliset keskihajonnat vA ja vB. Absoluuttisen (s) ja suhteellisen
epävarmuuden (v) välinen riippuvuus on sX = vXX, missä X on suureen keskiarvo. A:sta
ja B:stä laskettujen yhdistettyjen muuttujien (A+B), (A-B), AB ja A/B kokonaisepä-
varmuudet lasketaan vektorisumman periaatteella seuraavasti. [3 s.23]
 24
Summamuuttujan (A+B) standardiepävarmuus (kaava 7) ja suhteellinen standardiepä-
varmuus (kaava 8):
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Erotusmuuttujan (A-B) standardiepävarmuus (kaava 9) ja suhteellinen standardiepä-
varmuus (kaava 10):
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Tulomuuttujan (A*B) standardiepävarmuus (kaava 11) ja suhteellinen standardiepävar-
muus (kaava 12):
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BAAB vvv += (12)
Osamäärämuuttujan (A/B) standardiepävarmuus (kaava 13) ja suhteellinen standar-
diepävarmuus (kaava 14):
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BAAB vvv += (14)
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Jos muuttujia on useampi kuin kaksi, kokonaisepävarmuudet lasketaan kuten summa- ja
erotusmuuttujien kohdalla (kaava 15) [3 s.24]:
222)( CBAc uuuyu ++= (15)
Tulo- ja osamäärämuuttujien kohdalla kokonaisepävarmuus lasketaan kuten kahden
muuttujan kohdalla (kaava 16) [3 s.24]:
222
CBAc vvvv ++= (16)
 26
11 Mittausepävarmuus mikrobiologiassa
11.1 Mikrobiologisen mittausepävarmuuden erityispiirteet
Mikrobiologiset ja kemialliset analyysit poikkeavat toisistaan, minkä takia lähtökohta
mittausepävarmuuden arviointiin on erilainen. Kemiallisessa analytiikassa pyritään
erottamaan analyytti matriisista liuottamalla, uuttamalla, saostamalla, fraktioimalla ym.
menetelmillä. Mahdollinen analyytin laimentaminen tehdään näiden jälkeen. Laimenne-
tunkin analyytin hiukkaspitoisuus on yleensä suuri, joten satunnainen hajonta vaikuttaa
kemiallisissa analyyseissä vähän tuloksiin. [5 s.2]
Mikrobiologiassa näyte analysoidaan materiaaleineen ja häiritsevine taustoineen. Ana-
lyytin erottelu tapahtuu vasta kasvatusalustalla. Menetelmän spesifisyyden määräävät
alustan koostumus ja kasvatusolosuhteet. Lisäksi menetelmän spesifisyyteen vaikuttaa
mikrobikantojen ominaisuuksien vaihtelu. Toisin kuin kemiallisissa määrityksissä, mik-
robiologiassa näyte joudutaan laimentamaan kvantitatiivisia määrityksiä varten sellai-
selle pitoisuustasolle, että solujen muodostamia yksittäisiä pesäkkeitä voidaan laskea.
Tällöin soluja tulee olla kymmeniä, korkeintaan satoja analysoitavassa näytetilavuudes-
sa. Rinnakkaisanalyysien pesäkemäärät voivat vaihdella juuri laimentamisen vuoksi
hyvinkin paljon ilman, että kyseessä olisi virhe. [5 s.2]
Mikrobiologisen mittausepävarmuuden erityispiirteisiin kuuluu myös se, että mikrobit
ovat elävää materiaalia, jolloin niistä ei pystytä tekemään valmisteita, joiden todellinen
pitoisuus olisi tiedossa ja se pysyisi muuttumattomana. Tästä johtuen oikeana tuloksena
pidetään yleensä keskiarvotulosta, joka on saatu useilla toistoilla. [5 s.4]
11.2 Tuloksen epävarmuuteen vaikuttavat tekijät
Hyvärinen mainitsee insinöörityössään, kuinka menetelmissä, jotka perustuvat pesäke-
lukumääriin, tuloksen mittausepävarmuuteen vaikuttavat laskettujen pesäkkeiden luku-
määrä Poisson-jakauman mukaisesti, teknisen suorituksen epävarmuus, pesäkkeiden
laskijan tulkinnasta johtuva virhe, menetelmäkohtainen saanto ja spesifisyys sekä mat-
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riisin aiheuttama häiriö. Näitä analyysituloksen tulkintaan vaikuttavia tekijöitä tulisi
systemaattisesti selvittää yhtenäisten kriteerien avulla.1) [7 s. 10]
Homogenointi on yksi merkittävistä epävarmuutta aiheuttavista tekijöistä. Homo-
genoinnin tarkoituksena on saada mikrobit irtaantumaan tutkittavasta materiaalista. Jos
homogenointi on liian voimakasta, se saattaa tuhota mikrobisoluja. Jos homogenointi
taas on liian tehotonta, mikrobeja ei saada irtaantumaan tutkittavasta materiaalista täy-
dellisesti. [5 s. 4]
Voimakasta hajontaa esiintyy erityisesti kiinteitä näytteitä käsiteltäessä. Työntekijäkoh-
taiset työskentelyerot, kuten pesäkkeiden tulkintaerot, matriisin ominaisuudet, tausta-
mikrobiston luonne ja muut vaikeasti määriteltävissä olevat tekijät lisäävät hajontaa.
Tämän takia mikrobiologisista näytteistä tehdyissä rinnakkaisanalyyseissä esiintyy
usein ylihajontaa, toisin kuin kemiallisissa analyyseissä, joissa virheettömästi suoritettu-
jen analyysien keskihajonta on nolla. [5 s. 4]
Hyvärinen mainitsee insinöörityössään, kuinka biologisten tekijöiden lisäksi mittaus-
epävarmuutta määritettäessä on välttämätöntä käyttää tilastollisia menetelmiä. Näiden
käytön yhteydessä on tärkeää, että laboratoriossa ollaan hyvin tietoisia mikrobiologisten
menettelytapojen perusteista ja tekniikoista.2) [7 s. 11]
1) Katso alaviite s.11
2) Katso alaviite s.22
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11.3 Mikrobiologisen mittausepävarmuuden komponenttien määrittäminen
11.3.1 Poisson-arvon määrittäminen käytettäessä pesäkelaskentamenetelmää
Pesäkemäärän teoreettista vaihtelua voidaan kuvata Poisson-jakaumalla. On syytä huo-
mata, että pieniin pesäkelukuihin liittyy suurempi suhteellinen hiukkastilastollinen epä-
varmuus kuin suuriin pesäkelukuihin. Poisson-jakauman keskiarvon ja varianssin yhtä
suuruuden ansiosta sen suhteellinen keskihajonta voidaan esittää kaavalla 17.
z
vd
1
= (17)
z = maljalla olevien pesäkkeiden lukumäärä
Laskettaessa Poisson-hajonta rinnakkaismaljoilta tai useammalta peräkkäiseltä laimen-
nokselta voidaan jakauma laskea samalla kaavalla. Tällöin kaavassa 17 käytetään mal-
joilla esiintyvien pesäkkeiden summaa. Tämä johtuu jakauman additiivisuudesta.
[19 s. 29]
11.3.2 Jakauman epävarmuusarvon määrittäminen käytettäessä MPN-
menetelmää
MPN-estimaatin luontainen vaihtelevuus ei noudata Poisson-jakaumaa, vaan vaihtele-
vuus on suurempi. Yksi tapa laskea epävarmuus on käyttää 95 %:n alempaa ja ylempää
luottamusrajaa. Nämä saadaan joko laskemalla tietokoneohjelmalla tai katsomalla tau-
lukosta. Liitteessä A on esitetty Colilert 51-Well Quanty-Tray-MPN -taulukko. Suhteel-
lisen jakauman epävarmuuden arvo lasketaan kaavalla 18. [19 s. 39]
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vd (18)
LO = alempi 95 %:n luottamusraja
UP = ylempi 95 %:n luottamusraja
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11.4 Tilavuuksien mittausepävarmuuksien määrittäminen
Tilavuuksien mittausepävarmuuksien määrittämiseen kuuluu insinöörityössä käytettävi-
en tilavuuksien (0,1; 1,0; 9; 10 ja 100 ml) mittausepävarmuuksien lisäksi laimentami-
sessa syntyvän mittausepävarmuuden määrittäminen.
Tilavuuksien mittausepävarmuuksien määrittäminen perustuu ionivaihdetun veden pun-
nitsemiseen. Ionivaihdettua vettä pipetoidaan tarkasteltavissa olevan tilavuuden verran
ja määrä punnitaan. Vettä pitää pipetoida vähintään 20 kertaa. Saaduista tuloksista las-
ketaan keskiarvo ja keskihajonta. Jakamalla keskihajonta keskiarvolla ja kertomalla
tulos 100:lla saadaan suhteellinen epävarmuus prosentteina ilmaistuna.
Näytteen laimentaminen koostuu useista yksittäisistä laimentamisista. Yksittäisessä
laimentamisessa syntyvä mittausepävarmuus lasketaan kaavalla 19. [19 s. 34]
( )2222 baf vvba
b
v +∗
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
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= (19)
a = pipetoitava tilavuus
b = laimennosliuoksen tilavuus
va = pipetoitavan tilavuuden suhteellinen mittausepävarmuus
vb = laimennosliuoksen suhteellinen mittausepävarmuus
Lopullinen laimennoksesta johtuva mittausepävarmuus saadaan summaamalla yksittäi-
set suhteelliset varianssit kaavan 20 mukaan [19 s. 35].
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2
2
1
2
... fnffF vvvv +++= (20)
11.5 Lukemaepävarmuus
Lukemaepävarmuus on yksi huomattavimmista epävarmuuden lähteistä. Yksittäisen
henkilön epävarmuus voi olla muutaman prosentin luokkaa, mutta kun lasketaan use-
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amman ihmisen toistettavuutta, epävarmuus kasvaa. Lukemaepävarmuuden ideana on
lukea maljat kahteen kertaan ja verrata kummallakin kerralla saatuja bakteeripesäke-
määriä toisiinsa.
11.5.1 Lukemaepävarmuuden määrittäminen käytettäessä pesäkelaskentamene-
telmää
Maljojen lukemaepävarmuus määritetään kaavalla 21. Lukemaepävarmuuden määrittä-
mistä varten lasketaan tulosparien suhteellinen varianssi eli pesäkelukumäärien erotuk-
sen ja summan osamäärän neliö. Tämä kerrotaan vielä 2/n:llä. Tuloksen neliöjuuri on
henkilökohtaisen lukemaepävarmuuden arvo.
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n on maljojen lukumäärä
z1 on pesäkkeiden lukumäärä ensimmäisellä laskukerralla
z2 on pesäkkeiden lukumäärä toisella laskukerralla [3 s. 50]
11.5.2 Lukemaepävarmuuden määrittäminen käytettäessä MPN-menetelmää
Koska Colilert-kennoista voidaan lukea sekä koliformisten bakteerien kokonaismäärä
että E. coli-bakteerien pitoisuus, insinöörityössä näille kummallekin määritettiin oma
lukemaepävarmuus. Perusidea on sama kuin lukemaepävarmuuden määrittäminen mal-
joja luettaessa.
Laboratoriossa käytetään Colilert Quanti-Tray® 2000 –kennoja, joissa on kahden kokoi-
sia kaivoja (49 isoa ja 48 pientä). Laboratorion sisäisen lukemaepävarmuuden määrit-
tämiseen käytettiin näitä kennoja. Kaikissa muissa insinöörityön vesimikrobiologian
määrityksissä käytettiin Colilert® Quanti-Tray –kennoja, joissa on vain yhden kokoisia
kaivoja (51 isoa).
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Koska lukemaepävarmuuden määrittämiseen käytettiin kennoja, joissa oli sekä isoja että
pieniä kaivoja, mutta tuloksien haluttiin perustuvan pelkkien isojen kaivojen havaitse-
miseen, laskettiin uudet MPN-arvot kaavalla 22.
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49ln8,53 (22)
p = positiivisten kaivojen määrä
Jokaiselle näytteelle lasketaan uudet MPN-arvot. Ensimmäisen lukukerran ja toisen lu-
kukerran MPN-arvoista lasketaan keskiarvo, keskihajonta ja suhteellinen varianssi.
Näytteiden suhteellisista variansseista lasketaan keskiarvo. Lukemaepävarmuus saadaan
ottamalla neliöjuuri tästä kyseisestä keskiarvosta.
11.6 Inkubointiolosuhteiden vaikutus
Inkuboinnin aikana mikro-organismeja viljellään tasalämpöisessä lämpökaapissa. Inku-
boinnin aikana tapahtuu koko ajan muutoksia maljoilla ja kennoilla. Maljoilla voi syn-
tyy lisää pesäkkeitä, pesäkkeet voivat liittyä yhteen viereisten pesäkkeiden kanssa tai
maljoilla voi tapahtua kontaminaatiota. Colilert-kennoissa muutokset voivat johtua
muiden kuin tutkittavien mikro-organismien kasvusta. Nämä voivat syrjäyttää tutkitta-
vat mikro-organismit tai muuttaa kaivojen olosuhteita tutkittaville mikro-organismeille
epäedullisiksi. Muutokset maljalla ovat luultavasti paljon suuremmat kuin Colilert-
kennojen kaivoissa. Siten myös inkubointiolosuhteiden epävarmuus on maljoilla suu-
rempi kuin kennoilla.
Inkubointikokeessa valitaan näyte, josta saadaan kuudesta kymmeneen rinnakkaista
alanäytettä. Tilastomatemaattisista syistä näihin alanäytteisiin saisi kulua enintään 10 %
koko näytteestä. Pesäkelaskentamenetelmässä rinnakkaisista alanäytteistä tehdään lai-
mennossarjat. Näytteet viljellään, ja maljat asetellaan inkubointikaappiin sattumanvarai-
sessa järjestyksessä. Inkuboinnin jälkeen sama henkilö lukee kaikki maljat. MPN-
menetelmää käytettäessä näytteistä saadut rinnakkaiset alanäytteet laimennettiin 1/10,
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jotta näytettä riittäisi. Muuten näytteet käsiteltiin kuten tavalliset näytteet. Itse inkuboin-
ti tapahtuu samalla periaatteella pesäkelaskentamenetelmässä ja MPN-menetelmässä.
Rutiinissa malja voi joutua inkubointikaapissa melkein minne vain. Inkubointikokeessa
on syytä yrittää simuloida tätä sijoittamalla maljat umpimähkäisesti eri hyllyille, eri
kohtiin ja eri kerroksiin pinoissa. Esimerkiksi insinöörityössä käytössä olevaan inku-
bointikaappiin maljat ja kennot voidaan asettaa kolmelle eri hyllylle. Jokaisella hyllyllä
on malja- ja kennopinoille kuusi paikkaa (vasen reuna edessä tai takana, keskellä edessä
tai takana ja oikealla edessä tai takana). Kolmas vaihdeltava sijainti inkubointikaapissa
on maljojen ja kennojen paikka pinossa.
11.6.1 Inkubointiolosuhteiden vaikutus käytettäessä pesäkelaskentamenetelmää
Inkubaattorivaikutusta laskettaessa jokaisen rinnakkaisnäytteen bakteeripesäkemäärien
tuloksista otetaan luonnollinen logaritmi. Näistä arvoista lasketaan keskiarvo, keskiha-
jonta ja varianssi. Lisäksi lasketaan Poisson-arvo kaavan 17 mukaan. Inkubaattoriva-
rianssia laskettaessa täytyy ottaa huomioon tulosten lukeminen. Näytteen inkubaattori-
varianssi saadaan vähentämällä näytteen varianssista Poisson-arvo ja lukemaepävar-
muus. Näin tehdään jokaisen näytteen kohdalla. Lopullinen inkubaattorivaikutuksesta
johtuva epävarmuus saadaan ottamalla neliöjuuri näyte-erien inkubaattorivarianssien
keskiarvosta.
11.6.2 Inkubointiolosuhteiden vaikutus käytettäessä MPN-menetelmää
MPN-menetelmässä inkubaattorivaikutuksen laskemiseen käytetään MPN-arvoja (kaava
22) ja 95 % luottamusvälin arvoja. Varianssi voidaan arvioida kahdella eri tavalla, joko
MPN-arvoista ja luottamusvälin arvoista tai luottamusvälin logaritmiarvoista.
Ensimmäisessä tavassa varianssi lasketaan näyte-erien MPN-arvoista ja teoreettisen
jakaumaepävarmuuden arvoista. Näyte-erien teoreettiset jakaumaepävarmuuden arvot
lasketaan kaavalla 18, käyttämällä 95 %:n alempaa ja ylempää luottamusrajaa. Näiden
varianssien erotuksesta saadaan kyseisen näyte-erän inkubaattorivaikutus.
 33
Toisessa tavassa varianssit lasketaan MPN-arvon luonnollisesta logaritmista ja teoreetti-
sen jakaumaepävarmuuden arvoista, joiden erotuksesta saadaan näyte-erän inkubaatto-
rivaikutus. Teoreettinen jakaumaepävarmuus lasketaan samalla tavalla kuin edellä.
Lopullinen inkubaattorivaikutus lasketaan jokaisen näyte-eräkohtaisen inkubaattorivai-
kutuksen keskiarvosta.
11.7 Alanäytteiden hajonta
Alanäytteistä johtuva hajonta voidaan määrittää toistettavuuskokeella. Kokeessa toistet-
tava analyysi määritetään vähintään kymmenelle samaa ”materiaalia” olevalle näytteel-
le. Tässä insinöörityössä näytteenä oli kymmenen eri jauhelihaerää. Näistä kymmenestä
näytteestä tehtiin jokaisesta vähintään kaksi samanvertaista alanäytettä. Toistettavuus-
kokeesta saadaan kattavampi, jos alanäytteitä on kolme tai neljä. Näistä alanäytteistä
valmistetaan lähtösuspensiot, joista jokaisesta tehdään kaksi rinnakkaista laimennossar-
jaa.
Alanäytteiden hajontakokeen tuloksien analysointiin käytetään Microsoft Excel –
ohjelmaa. Tuloksia analysoidaan kaksisuuntaisella, toistot sallivalla ANOVA-
ohjelmalla. Laskettaessa ja analysoitaessa tuloksia on usein tarpeellista ja hyödyllistä
muuttaa tulokset logaritmisiksi. Käyttämällä luonnollista logaritmia tulokset voidaan
tulkita suoraan suhteellisena varianssina.
11.8 Globaalikoe
Globaalikokeessa lähtökohtana on yhteinen näyte, jonka kaksi eri henkilöä analysoi
samalla menetelmällä. Kumpikin analysoijista valmistaa yhteisestä näytteestä omat läh-
tösuspensiot ja tekee oman laimennossarjan. Inkuboinnin jälkeen kumpikin laskee itse
omasta näytteestään tuloksen. Kokeessa käytetään mahdollisimman vähän samoja lait-
teita, välineitä ja inkubointipaikkoja. Kaikki käytettävät välineet, sekä maljan paikka
inkubointikaapissa arvotaan. [18]
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ISO 19036:n alkuperäinen globaalimittausarvo (SR) lasketaan logaritmeilla kaavan 23
mukaan. Mittausepävarmuus lasketaan näytteiden analyysitoistojen lukupareista. Jokai-
sen näytteen tulosparin arvoista lasketaan (suhteellisen) varianssin arvio. Näiden va-
rianssien keskiarvo on globaalin mittausepävarmuuden arvo. Tämä tulos sisältää kaiken
vaihtelun, ja ajatuksena on, että globaalimittausarvo on kaikkien tulevienkin analyysien
mittausepävarmuuksien arvo. Koetuloksen yhdistettynä mittausepävarmuutena ilmoite-
taan uusittavuuskeskihajonta eli uc(y) = SR
Parametrissa S viittaa kokeelliseen keskihajonta-arvioon ja R viittaa uusittavuusolosuh-
teisiin. [18]
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Tähän alkuperäiseen ISO 19036:n globaalimittausarvoon on tullut lisäajatus, jonka mu-
kaan pienten pesäkemäärien kohdalla globaalimittausepävarmuuteen SR lisätään keski-
määräinen jakauman vaihtelu vd kaavan 24 mukaan. Uusittavuuskeskihajonnan SR ar-
voon liitetään siis pienestä pesäkemäärästä aiheutuva lisä. Tämän pohjana on havainto
siitä, kuinka satunnainen jakaumaepävarmuus ei ole merkityksetön, kun pesäkeluku-
määrä on tarpeeksi pieni, toisin kuin alkuperäistä globaaliepävarmuutta määritettäessä
oletetaan.
22)( dRc vSyu += (24)
Jotta ISO 19036:n kuvaama idea toimisi tyydyttävästi, on perusepävarmuus SR pystyttä-
vä määrittämään niin korkeilla pesäkelukumäärillä, että jakaumaepävarmuus on perus-
kokeen olosuhteissa merkityksetön.
11.9 Erota ja yhdistä –periaate
Jotta vältyttäisiin rajoittavista pesäkelukumääristä, niin perusepävarmuutta (SR) varten
tehdyn kokeen yksittäisistä varianssin estimaateista erotetaan heti alkuun jakaumaepä-
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varmuus (vd). Jäljelle jää teknisen epävarmuuden osuus (o). Teknisen epävarmuuden
(varianssien) keskiarvo on erota ja yhdistä – muunnoksen epävarmuusmäärityksen pe-
rusarvo.
Koetulokseen yhdistetty mittausepävarmuus lasketaan kaavan 25 mukaan, jossa tekni-
seen komponenttiin lisätään aina tapauskohtaisesti keskimääräinen jakauman vaihtelu,
jolloin saadaan tapauskohtainen globaali mittausepävarmuus.
22)( dc voyu += (25)
Jakaumaepävarmuus arvioidaan eri tavoin pesäke- ja MPN-menetelmissä. Pesäkemene-
telmissä jakaumaepävarmuus arvioidaan kaavan 17 mukaan ja MPN-menetelmässä kaa-
van 18 mukaan.
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12 Varianssianalyysi
12.1 Sisäkkäinen tai hierarkkinen koesuunnitelma
Kaksisuuntaisessa varianssianalyysissä mallien faktorit eli tekijät voidaan luokitella
kiinteiksi tai satunnaisiksi sekä sisäkkäisiksi (nested) tai ristikkäisiksi (crossed). Sisäk-
käiseksi tai hierarkkiseksi koesuunnitelmaksi kutsutaan monitasoisia tekijöitä sisältäviä
kokeita, joissa yhden tekijän tasot (esimerkiksi tekijä B) ovat samanlaisia, mutta eivät
kuitenkaan identtisiä toisten tasojen tekijöiden (esimerkiksi tekijän A) kanssa. Tekijät
ovat ristikkäiset, jos toisen tekijän jokaisella tasolla toisen tekijän tasot ovat aina yksit-
täisesti samat. Usein sisäkkäisten tekijöiden tapauksessa kiinnostuksen kohteena ovat
tekijöiden aiheuttama hajonta eikä niinkään keskiarvojen väliset erot. [9 s. 557–559; 12]
Insinöörityöhön kuului koe, jossa tutkittiin alanäytteiden hajontaa. Kaaviossa 1 on ha-
vainnollistettu tätä sisäkkäistä koesuunnitelmaa. Kuvan ylin taso (tasot 1 ja 2) on jauhe-
lihaerä. Näiden alle muodostuu neljä alempaa tasoa (tasot 1, 2, 3 ja 4), jotka ovat jauhe-
lihaerien neljä 10 g:n alanäytettä. Näistä alanäytteistä tehtiin vielä rinnakkaiset, jotka
ovat kuvassa alimmalla tasolla (y111, y112, …, y242). Kuvassa on havainnollistettu vain
kahta ensimmäistä jauhelihaerää. Yhteensä samanlaisia kaavioita muodostettaisiin
kymmenen. [9 s. 557–559]
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Kaavio 1. Sisäkkäinen koesuunnitelma.
Koesuunnitelmassa muuttujat voivat olla luonteeltaan kvantitatiivisia tai kvalitatiivisia.
Kvantitatiiviseksi muuttujaksi kutsutaan muuttujaa, jonka arvolla on määrällinen tulkin-
ta. Kvalitatiiviseksi muuttujaksi kutsutaan muuttujaa, jonka arvo ei kuvaa määrää, vaan
muuttujalla voidaan ajatella olevan nimi. Kvalitatiivisia muuttujia voivat olla esimer-
kiksi raaka-aine-erä tai sekoitintyyppi. Alanäytteiden hajontakokeessa muuttujat ovat
kvalitatiivisia muuttujia, jolloin tulosten tulkintaan käytetään varianssianalyysiä. Kvan-
titatiivisten muuttujien tulosten tulkintaan käytetään regressioanalyysiä. [9 s. 87; 12]
Hajonnan lähteiden määrittämistä kutsutaan varianssikomponenttianalyysiksi. Varians-
sikomponenttien estimointi perustuu EMS (keskineliösumman odotusarvo) – taulukoi-
hin, joissa keskineliösumman odotusarvo korvataan keskineliösummalla (MS). Nämä
arvot löytyvät ANOVA-taulukosta. [10]
2
1 2 3 4
y211 y212 y221 y222 y231 y232 y241 y242
1
1 2 3 4
y111 y112 y121 y122 y131 y132 y141 y142
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12.2 Kaksisuuntainen ANOVA toistoin
Kaksisuuntaisen varianssianalyysin tavoitteena on vastata kysymykseen, onko tekijöi-
den tasojen välillä tilastollisesti merkitseviä eroja tai kuinka paljon kukin tekijä vaikut-
taa kokonaishajontaan. Kaksisuuntaisen varianssianalyysin lineaarinen malli on esitetty
kaavassa 26. Kaksisuuntaisen varianssianalyysin edellytyksiin kuuluu, että mittaukset
ovat riippumattomia ja likimain normaalisti jakautuneita. Koevirheen tulisi olla likimain
kummankin tekijän tasoista riippumaton. [10]
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Yhtälössä 26 ensimmäinen termi µ kuvaa keskiarvoa, symboli τ erien välistä keskimää-
räistä vaihtelua ja β näytteiden välistä keskimääräistä vaihtelua. Symboli ε kuvaa virhet-
tä, johon kuuluu kaikki muut kokeen vaihteluiden lähteet, sisältäen muun muassa mitta-
uksesta aiheutuvat vaihtelut ja hallitsemattomat tekijät. Yhtälössä 25 on a kappaletta
tekijän A tasoja, b kappaletta tason A sisällä olevia tekijän B tasoja sekä n määrä toisto-
ja. Alaindeksi j(i) osoittaa, kuinka mones tekijän B taso on i:nnen tekijän A tason sisäl-
lä. [9 s. 557–559]
Yhtälö 25 on yksinkertaisin muoto kaksisuuntaisen varianssianalyysin mallista. Yhtälöä
voidaan muokata edelleen, ja käyttämällä merkintätapaa ( )∑
=
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i
i yySS
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yhtälö voi-
daan esittää yhtälön 27 mukaisesti. [9 s. 557–559]
EABAT SSSSSSSS ++= )( (27)
Yhtälön vapausasteet ovat seuraavat:
SST: abn-1,
SSA: a-1,
SSB(A): a(b-1)
SSE: ab(n-1)
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Taulukossa 1 on esitetty yhtälön 26 termien odotusarvojen keskineliösummat.
Taulukko 1. Odotusarvojen keskineliösummat kaksisuuntaisessa varianssianalyysissä
E(MS) A kiinteä
B kiinteä
A kiinteä
B satunnainen
A satunnainen
B satunnainen
E(MSA)
1
2
2
−
+
∑
a
bn iτσ
1
2
22
−
++
∑
a
bn
n
iτσσ β
222
τβ σσσ bnn ++
E(MSB(A)) )1(
2
)(2
−
+
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ba
n ijβσ 22 βσσ n+ 22 βσσ n+
E(MSE) 2σ 2σ 2σ
Taulukko osoittaa, että jos kummankin tekijän tasot ovat satunnaiset, 0: 20 =τσH saa-
daan MSA:n ja MSB(A):n osamäärällä ja 0: 20 =βσH MSB(A):n ja MSE:n osamäärällä.
[9 s. 557–559]
Koska Excel on suunniteltu ratkaisemaan analyysivariansseja, joissa tekijät ovat ristik-
käisiä, sisäisten tekijöiden kohdalla varianssianalyysitaulukoon pitää laskea uusia arvo-
ja. Tätä varten yhdistetään rivit Columns ja Interaction. Yhdistäminen tapahtuu siten,
että yhdistettävien rivien neliösummat (SS) ja vapausasteet (df) lasketaan yhteen. Kes-
kineliösumma (MS) saadaan jakamalla neliösumma vapausasteillaan, F-arvo saadaan
jakamalla Yhdistetty keskineliösumma -rivin Within neliösummalla ja p-arvo F-
jakaumasta yhdistetyn keskineliösumman vapausasteilla ja Within-keskineliösumman
vapausasteilla. Myös Otos-rivin F-arvo pitää laskea uudestaan jakamalla Otos-rivin
keskineliösumma uuden Lasketut arvot -rivin keskineliösummalla. Vastaavasti p-arvo
saadaan uudella F-arvolla ja p-arvon vapausasteilla. [9 s. 557–559]
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13 Tilastolliset tunnusluvut
Tilastotieteessä aineiston yksityiskohtaisempaa tarkastelua varten aineistosta voidaan
laskea tilastollisia tunnuslukuja. Tunnusluvut jaotellaan keskilukuihin ja hajontalukui-
hin. Keskiluvut kuvaavat jakauman keskihajontaa ja hajontaluvut sitä, kuinka voimak-
kaasti havaintoarvot ovat keskittyneet tai hajaantuneet jakauman keskikohtaa kuvaavan
tunnusluvun ympärille. Tässä insinöörityössä tulevat esille seuraavat tunnusluvut: kes-
kiarvo, keskihajonta, varianssi, suhteellinen keskihajonta sekä suhteellinen varianssi.
[17]
13.1 Keskiarvo
Lukujen (x1, x2, … xn) keskiarvo lasketaan jakamalla havaintoarvojen summa havainto-
jen lukumäärällä (n). Keskiarvon laskukaava on esitetty kaavassa 28. [17]
n
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n
xxx
X
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=
...21 (28)
13.2 Keskihajonta ja varianssi
Keskihajonta kuvaa havaintoarvojen poikkeamaa keskiarvosta. Varianssiksi kutsutaan
keskihajonnan neliötä. Mitä pienempi on keskihajonta ja samalla varianssi, sitä tiiviim-
min havaintoaineisto on keskittynyt keskiarvon ympärille. Keskihajonnan laskukaava
on esitetty kaavassa 29. [17]
( )
1
2
−
−
=
∑
n
xx
s
i (29)
missä x on keskiarvo ja n on havaintoarvojen lukumäärä
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13.3 Suhteellinen keskihajonta ja suhteellinen varianssi
Suhteellinen keskihajonta on keskihajonnan ja keskiarvon osamäärä. Laskukaava on
esitetty kaavassa 30. Suhteellinen varianssiksi kutsutaan suhteellisen keskihajonnan
neliötä. [17]
−
=
X
s
v (30)
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14 Kokeellinen osa
15 Käytettävät työvälineet, laitteet ja materiaalit
Työvälineet ja laitteet
– Autoklaavi, Zirbus technology GmbH (Saksa)
– Analyysivaaka, Mettler Toledo (Sveitsi)
– Pumppuannostin, Hirschmann Laborgeräte (Saksa)
– Laimenninvaaka, AES LABORATORIO (Ranska)
– Homogenisaattori, Seward (Iso-Britannia)
– Pipetti, Biohit (Suomi)
– Koeputkisekoittaja, Scientific industries inc. (USA)
– Pesäkelaskin, Gerber Instruments (Sveitsi)
– Vesihaude, Grant Instruments (Iso-Britannia)
– Lämpökaappi, Termaks (Norja)
– Colilert-suljin, IDEXX Laboratories (USA)
– UV-lamppu, Spectroline (USA)
Reagenssit
Laimennosvesi
Laboratoriossa käytetään laimennosvetenä peptonisuolavettä.
Laimennosveden koostumus:
Peptonisuolavesi / 1000 ml
Peptoni 1 g
NaCl 8,5 g
PCA-agar
PCA-agaria (Plate count agar) käytetään kokonaispesäkeluvun määrittämiseen.
Elatusaineen koostumus: Plate count agar/1l
Kaseiinipeptoni 5 g
Hiivauute 2,5 g
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D(+)glukoosi 1g
Agar 14g
Colilert-18 reagenssi
valmistaja: IDEXX Laboratories
16 Menetelmät
Tässä insinöörityössä käytettävät analyysit olivat elintarvikemikrobiologian laboratori-
ossa kokonaisbakteerimäärän selvittäminen jauhelihasta maljausmenetelmällä sekä ve-
simikrobiologian laboratoriossa koliformien ja E. colin määrittäminen merivesinäytteis-
tä käyttäen MPN-menetelmää.
16.1 Aerobiset mikro-organismit 30 °C, NMKL 86:2006
Mikrobien pesäkemäärällä tarkoitetaan niiden aerobisten mikrobien pesäkkeitä muodos-
tavien yksiköiden (bakteerit, hiivat ja homeet) määrää, jotka tämän menetelmän mukai-
sesti muodostavat laskettavia pesäkkeitä elatusaineella. Elatusaineena käytettiin PCA-
agaria, laimennosliuoksena peptonisuolaliuosta ja maljausmenetelmänä maljavalutek-
niikkaa. Käytettävä menetelmä soveltuu mikro-organismien lukumäärän määrittämiseen
elintarvikkeista, rehuista ja rehuraaka-aineista pesäkelaskentatekniikalla 30 °C:ssa. [11]
Menetelmässä näyte esikäsitellään ja laimennetaan näytteen arvioidun kokonaisbaktee-
ripitoisuuden mukaan. Laimennetusta näytteestä viljellään maljat pipetoimalla näytettä
1 ml. On myös tilanteita, joissa näytettä pipetoidaan 0,1 ml. Näytteen päälle kaadetaan
PCA:ta, ja maljaa heilutetaan varovaisesti, jotta näyte levittyy tasaisesti maljalle. Maljo-
ja inkuboidaan aerobisesti 30 ± 1 °C / 72 ± 3 h. Pesäkkeet lasketaan ISO 4833 -
menetelmän mukaan. [11]
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16.2 Koliformit ja Escherichia coli, Colilert
Vesimikrobiologian laboratoriossa menetelmänä oli kaupallinen IDEXX:n Colilert®
Quanti-Tray sekä Quanti-Tray/2000®. Reagenssina käytettiin Colilert®-18:aa, jolla voi-
daan määrittää vesinäytteestä samanaikaisesti koliformisten bakteerien kokonaismäärä
sekä E. coli -bakteerien pitoisuus. [12]
Testi perustuu koliformisten bakteerien ja E. coli -bakteerien entsyymiaktiivisuuksien
mittaamiseen. Jos näytteessä on koliformeja, niiden tuottama β-galaktosidaasientsyymi
hajottaa ONPG-substraatin (o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside). Tällöin vapautuu
yhdiste (o-nitrofenoli), joka muuttaa värittömän vesinäytteen keltaiseksi. Jos näytteessä
on E. coleja, niiden tuottama β-glukuronidaasientsyymi hajottaa MUG-substraatin (4-
methyl-umbelliferyl-β-D-glucuronide). Tällöin vapautuu yhdiste (4-methyl-
umbelliferone-β-D-glucuronide), joka fluoresoi UV-valossa. [13]
Menetelmässä Colilert® 18 -testireagenssi (DST) ja 100 ml tutkittavaa vettä sekoitetaan
steriilissä, läpinäkyvässä, ei-fluoresoivassa pullossa, kunnes reagenssipulveri liukenee.
Testiliuos kaadetaan Quanti-Tray-levylle (kuva 3), joka suljetaan Quanti-Tray Sealer -
sulkimella (kuva 4). Levyjä inkuboidaan 30 ± 0,5 °C:ssa 18 h. Inkuboinnin jälkeen las-
ketaan positiivisten kaivojen määrät. [16]
Kuva 3. Vasemmalla puolella Colilert® Quanti-Tray -liuska sekä oikealla puolella
Quanti-Tray/2000® -liuska.
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Kuva 4. Colilert-kennon sulkija.
Elävien organismien lukumäärän arvioiminen on mahdollista myös silloin, kun tutkitta-
va laji ei muodosta laskettavissa olevia pesäkkeitä hyytyvillä alustoilla. Menetelmä pe-
rustuu siihen, että riittävästi laimennetusta suspensiosta otetuista siirroksista vain osa
sisältää tutkittavan lajin soluja ja osa on ”tyhjiä”. Kun sarja ravintoliuosputkia siirroste-
taan yhtä suurilla (tavallisesti 1 ml) tutkittavan suspension näytteillä, saadaan toteamal-
la, kuinka moneen siirrostetuista putkista kehittyy kasvua tai jokin muu lajille ominai-
nen reaktio, lasketuksi todennäköisintä lukumäärää ilmaiseva luku. [4 s.25]
MPN-menetelmä tulee sanoista most probable number eli todennäköisin lukumäärä.
MPN-menetelmälle käytetään myös nimitystä putkimenetelmä, jossa käytettävät putket
sisältävät joko elatusainetta tai näytettä tai sen laimennosta. MPN-menetelmän käytölle
on olemassa vesi- ja maitohygieenisiin tutkimuksiin voimassaolevat standardimenetel-
mät (SFS 4447 ja IDF). [4]
Colilert® Quanti-Tray –liuska käyttää samaa Poissonin jakaumaan perustuvaa tilastollis-
ta mallia kuin mihin putkimenetelmä perustuu (SFS 4089). Menetelmässä ei käytetä
laimennoksia, eikä manuaalista pipetointia tarvita. Liuskan määritysalue on 1 – 200
pmy/100 ml. [14]
Colilert Quanti-Tray® 2000 –liuskassa on kahden kokoisia kaivoja. Menetelmässä voi-
daan käyttää samaa todennäköisyysmallia kuin MPN-menetelmän laimennossarja (SFS-
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EN ISO 9308-3). Isot kaivot toimivat laimentamattomina näytteinä ja pienet kaivot lai-
mennettuina. Tässäkään menetelmässä ei tarvita manuaalista pipetointia, eikä laimen-
nosta tarvitse tehdä itse. Liuskan määritysalue on 1 – 2419 pmy/100 ml. [15]
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17 Tilavuuksien mittausepävarmuuksien määrittäminen
Työhön kuului määrittää 0,1; 1,0; 9,0 ja 10,0 ml:n mittausepävarmuudet. Mikrobiologi-
sissa menetelmissä 0,1 ja 1,0 ml:n tilavuuksia käytetään laimennossarjojen tekemiseen.
Vesinäytteiden punnitsemiseen käytetään 10 ml:n tilavuutta. Mikrobiologisissa mene-
telmissä laimennussarja tehdään pipetoimalla 1,0 ml näytesuspensiota 9,0 ml:aan lai-
mennusliuosta, jolloin saadaan 1/10-laimennus. Laimennusputkien annostelu suorite-
taan pumppuannostimella, jossa pumpataan käsin koeputkiin tarvittava 9,0 ml laimen-
nusliuosta.
0,1 ja 1,0 ml tilavuuksien mittausepävarmuuksien määrittämiseen käytettiin automaatti-
pipettiä ja analyysivaakaa. Mittausepävarmuus määritettiin pipetoimalla määritettävä
tilavuus 25-celsiusasteista ionivaihdettua vettä analyysivaa’alla olevaan astiaan ja määrä
punnittiin. Pipetointi toistettiin kummallakin tilavuudella 30 kertaa. Jokaisen pipetoin-
nin jälkeen vaihdettiin pipetin kärki.
10,0 ml:n mittausepävarmuus määritettiin käyttämällä samaa menetelmää kuin 0,1 ja
1,0 ml tilavuuksien määrityksessä. Menetelmässä käytettiin pipettiä, jolla saadaan mää-
ritettyä suurempia tilavuuksia sekä isompia pipetin kärkiä. Taulukossa 1 on esitetty 0,1;
1,0 ja 10 ml:n punnitustulokset.
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Taulukko 1. Punnitustulokset määritettäessä 0,1; 1,0 ja 10 ml:n mittausepävarmuutta.
0,1 ml 1 ml 10 ml
punnitus tulos (g) tulos (g) tulos (g)
1 0,0976 0,9927 9,9582
2 0,0987 0,9933 9,9558
3 0,0986 0,9912 10,1948
4 0,0984 0,9907 10,0411
5 0,0983 0,9908 10,0642
6 0,0985 0,9899 10,1596
7 0,0978 0,9905 10,0777
8 0,0987 0,9912 10,0708
9 0,0986 0,9722 10,0697
10 0,0971 0,9916 10,0586
11 0,0984 0,9888 10,0351
12 0,0981 0,9892 10,0471
13 0,098 0,9888 10,0344
14 0,0983 0,9886 10,0704
15 0,0979 0,9887 10,0629
16 0,0979 0,9895 10,0184
17 0,0984 0,9901 10,0417
18 0,0982 0,9905 10,0552
19 0,0985 0,9912 10,0324
20 0,098 0,99 10,0626
21 0,0978 0,9882 10,0439
22 0,0984 0,9882 10,044
23 0,0982 0,9886 10,0458
24 0,0979 0,9871 10,0497
25 0,0984 0,9879 10,0318
26 0,0983 0,9884 9,9283
27 0,0982 0,9883 10,0387
28 0,0983 0,9875 10,0147
29 0,0984 0,9885 10,0482
30 0,0983 0,9882 10,0695
keskiarvo 0,09821 0,98901 10,04751
keskihajonta 0,00035 0,00352 0,04970
suhteellinen keskihajonta 0,00356 0,00356 0,00495
0,36 % 0,36 % 0,49 %
9,0 ml tilavuuden määrittämiseen käytettiin pumppuannostinta ja analyysivaakaa. Mää-
ritystä varten valittiin 30 laimennosputkea, jotka punnittiin analyysivaa’alla. Punnituk-
sen jälkeen putkiin annosteltiin 9,25 ml peptonivettä, T = 20 °C. Peptonisuolaliuosta
annosteltiin 0,25 ml ylimäärin, koska autoklavoinnissa tapahtuu nesteen haihtumista.
Putket korkitettiin, merkittiin autoklavoinnin kestävällä tarralla ja autoklavoitiin käyttä-
en nestesterilointiohjelmaa: 121 ± 1 °C 15 min. Valitut 30 laimennosputkea sijoitettiin
mielivaltaisesti muiden laimennosputkien sekaan kahteen eri tasoon. Putket punnittiin
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uudestaan niiden jäähdyttyä noin 22 °C:ksi. Annosteltu tilavuus saatiin näiden kahden
punnitustulosten erotuksesta. Taulukossa 2 on esitetty punnitustulokset.
Taulukko 2. Punnitustulokset sekä annosteltu tilavuus määritettäessä 9,0 ml:n mittaus-
epävarmuutta.
putki
punnitus ennen
annostelua (g)
punnitus annostelun
jälkeen (g)
annosteltu
tilavuus (g)
1 21,248 30,292 9,044
2 21,103 30,203 9,1
3 21,154 30,268 9,114
4 21,206 30,31 9,104
5 20,975 29,996 9,021
6 21,483 30,528 9,045
7 21,01 30,067 9,057
8 21,388 30,452 9,064
9 20,94 30,019 9,079
10 21,064 30,168 9,104
11 21,31 30,469 9,159
12 21,079 29,996 8,917
13 21,151 30,186 9,035
14 21,247 30,273 9,026
15 21,129 30,164 9,035
16 21,206 30,226 9,02
17 21,396 30,426 9,03
18 20,933 29,995 9,062
19 21,165 30,211 9,046
20 20,983 29,961 8,978
21 21,047 30,071 9,024
22 21,116 30,153 9,037
23 21,265 30,314 9,049
24 20,931 29,973 9,042
25 20,925 30,061 9,136
26 21,219 30,426 9,207
27 21,094 30,222 9,128
28 21,118 30,259 9,141
29 21,025 30,152 9,127
30 20,981 30,127 9,146
keskiarvo 9,06923
keskihajonta 0,05960
suhteellinen keskihajonta 0,00657
0,66 %
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Colilert analyysissä käytetään 100 ml:n lasipulloja. Analyysissä tutkittavaa vesinäytettä
mitataan 100 ml. Tämän jälkeen sekaan kaadetaan reagenssi.
Laboratoriossa Colilert-analyysiin käytetään lasipulloja, joissa on 80 ml:n merkintä.
Jotta vältytään mittapullojen käytöstä, näihin lasipulloihin kaiverrettiin merkkiviiva 100
ml:n kohdalle.
100 ml pullojen merkkaaminen tapahtui seuraavasti. Täytettiin isompi lasipullo ioni-
vaihdetulla vedellä. Merkattaviin pulloihin punnittiin 100 g vettä, T = 23 °C, jonka jäl-
keen vesirajan kohdalle kaiverrettiin viiva. Merkatuille pulloille määritettiin mittaus-
epävarmuus.
Mittausepävarmuuden määrityksessä 1000 ml:n pullo täytettiin ionivaihdetulla vedellä
ja pullo punnittiin. Pullosta kaadettiin merkattuihin pulloihin 100 ml ionivaihdettua vet-
tä merkkiviivan asti. Jokaisen kaadon jälkeen 1000 ml:n pullo punnittiin ja massa kirjat-
tiin muistiin. Kahden peräkkäisen punnituksen erotus on kaadettu millilitra. Taulukossa
3 on ensimmäisen 10 mittauksen tulokset ja taulukossa 4 seuraavien kymmenen.
Taulukko 3. Kymmenen ensimmäistä punnitusta määritettäessä 100 ml:n mittausepä-
varmuutta.
mittaus
punnittu
1000 ml
pullo
1686,4 g
erotus =
kaadettu ml
1 1583,37 103,06
2 1482,98 100,39
3 1380,6 102,38
4 12780,57 102,03
5 1177,73 100,84
6 1072,15 105,58
7 972,53 99,62
8 870,38 102,15
9 769,6 100,78
10 670,26 99,34
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Taulukko 4. Kymmenen jälkimmäistä punnitusta määritettäessä 100 ml:n mittausepä-
varmuutta.
mittaus
punnittu
1000 ml
pullo
1686,2 g
erotus =
kaadettu ml
11 1585,3 100,9
12 1484,1 101,2
13 1383,7 100,4
14 1284,6 99,1
15 1182,7 101,9
16 1080,9 101,8
17 979,5 101,4
18 880,1 99,4
19 779,7 100,4
20 678,9 100,8
Taulukossa 5 on esitetty kummastakin kymmenestä mittauksesta saatu yhteinen mitta-
usepävarmuus.
Taulukko 5. 100 ml:n mittausepävarmuudesta
keskiarvo 101,1735
keskihajonta 1,4974
suhteellinen keskihajonta 0,0148
1,48 %
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18 Lukemaepävarmuus
18.1 Lukemaepävarmuus kokonaisbakteerimaljoille
Elintarvikemikrobiologian laboratoriossa kokonaisbakteeripesäkemaljojen lukemaepä-
varmuus määritettiin laboratorion rutiininäytteillä. Laskin kokonaisbakteeripesäkkeet
valituilta maljoilta kahteen kertaan satunnaisessa järjestyksessä. Maljat oli koodattu
laboratoriossa käytettävällä numerojärjestelmällä. Satunnaistaminen ja maljojen koo-
daaminen vähensi maljojen pesäkkeiden lukumäärän muistamista ja näin edesauttoi
kokeen luotettavuutta. Laboratorion henkilökunta valitsi maljoja, joiden pesäkeluku oli
yli 30. Taulukossa 6 on esitetty lukemaepävarmuuden tulokset. Taulukossa 7 on esitetty
kahden henkilön lukemaepävarmuus. Näitä tuloksia käytettiin mittausepävarmuuden
vertaamisessa.
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Taulukko 6. Bakteeripesäkemäärät, laskut sekä lukemaepävarmuuden tulokset.
maljan nro c1 c2 c1-c2 c1+c2 ((c1-c2)/(c1+c2))^2 x10 000
1 37 36 1 73 0,000187652 1,876525
2 57 57 0 114 0 0
3 40 41 -1 81 0,000152416 1,524158
4 34 34 0 68 0 0
5 156 156 0 312 0 0
6 62 64 -2 126 0,000251953 2,519526
7 103 107 -4 210 0,000362812 3,628118
8 161 159 2 320 3,90625E-05 0,390625
9 37 38 -1 75 0,000177778 1,777778
10 241 242 -1 483 4,28653E-06 0,042865
11 87 88 -1 175 3,26531E-05 0,326531
12 39 38 1 77 0,000168663 1,686625
13 105 107 -2 212 8,89996E-05 0,889996
14 81 82 -1 163 3,76378E-05 0,376378
15 74 73 1 147 4,6277E-05 0,46277
16 46 46 0 92 0 0
17 58 58 0 116 0 0
18 162 160 2 322 3,85788E-05 0,385788
19 108 108 0 216 0 0
20 220 218 2 438 2,08503E-05 0,208503
21 163 165 -2 328 3,71802E-05 0,371802
22 46 46 0 92 0 0
23 32 33 -1 65 0,000236686 2,366864
24 36 38 -2 74 0,00073046 7,304602
25 50 51 -1 101 9,80296E-05 0,980296
26 50 51 -1 101 9,80296E-05 0,980296
27 182 182 0 364 0 0
28 72 71 1 143 4,89021E-05 0,489021
29 69 73 -4 142 0,000793493 7,934934
30 58 57 1 115 7,56144E-05 0,756144
31 48 51 -3 99 0,000918274 9,182736
32 101 103 -2 204 9,61169E-05 0,961169
33 169 167 2 336 3,54308E-05 0,354308
34 163 166 -3 329 8,31478E-05 0,831478
35 102 101 1 203 2,42665E-05 0,242665
36 38 39 -1 77 0,000168663 1,686625
37 87 88 -1 175 3,26531E-05 0,326531
38 115 116 -1 231 1,87403E-05 0,187403
39 237 235 2 472 1,79546E-05 0,179546
40 71 72 -1 143 4,89021E-05 0,489021
41 90 86 4 176 0,000516529 5,165289
42 39 37 2 76 0,000692521 6,925208
43 55 56 -1 111 8,11622E-05 0,811622
44 42 42 0 84 0 0
45 50 50 0 100 0 0
yht. 64,62375
n 45
suhteellisen lukemaepävarmuuden neliö 2,87217
henkilökohtainen lukemaepävarmuus 1,7
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Taulukossa c1 on pesäkkeiden lukumäärä ensimmäisellä laskukerralla, c2 on pesäkkei-
den lukumäärää toisella laskukerralla ja n on maljojen lukumäärä. Näistä tuloksista las-
ketaan yksittäisen pesäkelukumäärän suhteellinen lukemaepävarmuus käyttäen kaavaa
21. Tulosten käsittelyn helpottamiseksi tulokset kerrottiin 10 000:lla. Samalla päästiin
suoraan prosenttiyksiköihin.
%7,16947,164,62375
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Kahden henkilön lukemaepävarmuus laskettiin samasta aineistosta kuin henkilökohtai-
nen lukemaepävarmuus. Kaksi eri henkilöä laski samoilta maljoilta kokonaisbakteeri-
pesäkkeet. Taulukossa c1 ja c2 ovat eri henkilöiden maljoilta laskettujen kokonaisbak-
teeripesäkkeiden lukumäärät.
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Taulukko 7. Kahden henkilön lukemaepävarmuuden laskut sekä tulos.
maljan nro c1 c2 c1-c2 c1+c2 ((c1-c2)/(c1+c2))^2 x10 000
1 37 43 -6 80 0,01125 112,5
2 57 57 0 114 0 0
3 40 39 1 79 0,000320461 3,204615
4 34 35 -1 69 0,00042008 4,200798
5 156 156 0 312 0 0
6 62 64 -2 126 0,000503905 5,039053
7 103 108 -5 211 0,001123066 11,23066
8 161 168 -7 329 0,000905387 9,053871
9 37 38 -1 75 0,000355556 3,555556
10 241 242 -1 483 8,57306E-06 0,085731
11 87 96 -9 183 0,004837409 48,37409
12 39 41 -2 80 0,00125 12,5
13 105 107 -2 212 0,000177999 1,779993
14 81 79 2 160 0,0003125 3,125
15 74 74 0 148 0 0
16 46 45 1 91 0,000241517 2,415167
17 58 58 0 116 0 0
18 162 166 -4 328 0,000297442 2,97442
19 108 108 0 216 0 0
20 220 219 1 439 1,03777E-05 0,103777
21 163 164 -1 327 1,8704E-05 0,18704
22 46 46 0 92 0 0
23 32 33 -1 65 0,000473373 4,733728
24 36 39 -3 75 0,0032 32
25 50 53 -3 103 0,001696673 16,96673
26 50 46 4 96 0,003472222 34,72222
27 182 188 -6 370 0,000525931 5,259313
28 72 72 0 144 0 0
29 69 72 -3 141 0,000905387 9,053871
30 58 59 -1 117 0,000146103 1,461027
31 48 48 0 96 0 0
32 101 103 -2 204 0,000192234 1,922338
33 169 160 9 329 0,00149666 14,9666
34 163 152 11 315 0,002438901 24,38901
35 102 100 2 202 0,000196059 1,960592
36 38 35 3 73 0,003377744 33,77744
37 87 89 -2 176 0,000258264 2,582645
38 115 118 -3 233 0,000331559 3,315589
39 237 237 0 474 0 0
40 71 73 -2 144 0,000385802 3,858025
41 90 90 0 180 0 0
42 39 38 1 77 0,000337325 3,37325
43 55 57 -2 112 0,000637755 6,377551
44 42 38 4 80 0,005 50
45 50 45 5 95 0,005540166 55,40166
yht. 526,4514
n 45
suhteellisen lukemaepävarmuuden neliö 23,39784
lukemaepävarmuus 4,8
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18.2 Lukemaepävarmuus Colilert-kennoille
Vesimikrobiologian laboratoriossa lukemaepävarmuus määritettiin laboratorion rutiini-
näytteillä käyttämällä Colilert Quanti-Tray® 2000 – kennoja. Laskin kennot kahteen
kertaan ja kirjasin kummallakin kerralla tuloksen muistiin. Kennosta luettiin keltaiset
kaivot ja UV-valossa fluoresoivat kaivot.
Lukemaepävarmuus voidaan laskea kahdella eri tavalla. Lukemaepävarmuus saadaan
joko laskemalla suhteellinen varianssi MPN-arvoista tai ottamalla MPN-arvoista ensin
luonnollinen logaritmi ja laskemalla tämän jälkeen näistä arvoista varianssi. Teoriassa
tuloksen suhteellinen virhe eli epävarmuus on sama kuin logaritmien absoluuttinen vir-
he. Käytännössä logaritmien absoluuttinen virhe on kuitenkin suurempi kuin tuloksen
suhteellinen virhe. Tämä johtuu laskennallisista syistä. Logaritmien absoluuttisen vir-
heen arvo on sitä suurempi, mitä enemmän eri laskukerroilla laskettujen keltaisten ja
fluoresoivien solujen lukumäärät, x1i ja x2i, eroavat toisistaan.
Määritin lukemaepävarmuuden erikseen koliformeille ja E. colille. Taulukossa 8 on
keltaisten kennojen lukumäärä ensimmäisellä ja toisella lukukerralla sekä näistä kaaval-
la 22 lasketut MPN-arvot. Taulukossa 9 on fluoresoivien kennojen lukumäärä ensim-
mäisellä ja toisella lukukerralla sekä näiden MPN-arvot.
Taulukko 8. Keltaisten kennojen lukumäärä sekä näiden MPN-arvot.
1. kerta 2. kerta
näyte koliformit MPN-luku koliformit MPN-luku
1 35 67,40 36 71,39
2 48 209,38 48 209,38
3 30 50,97 32 56,95
4 40 91,17 43 112,98
5 46 150,27 46 150,27
6 48 209,38 48 209,38
7 47 172,09 45 134,80
8 36 71,39 38 80,37
9 37 75,69 38 80,37
10 42 104,69 44 122,79
11 33 60,21 34 63,69
12 20 28,22 21 30,11
13 13 16,59 15 19,66
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14 22 32,06 21 30,11
15 1 1,11 1 1,11
16 1 1,11 1 1,11
17 3 3,40 3 3,40
18 24 36,20 24 36,20
19 43 112,98 43 112,98
20 44 122,79 44 122,79
21 42 104,69 42 104,69
22 47 172,09 46 150,27
23 42 104,69 42 104,69
24 47 172,09 47 172,09
25 47 172,09 47 172,09
Taulukko 9. Fluoresoivien kennojen lukumäärä sekä näiden MPN-arvot.
1. kerta 2. kerta
näyte E. coli MPN-luku E. coli MPN-luku
1 4 4,58 4 4,58
2 12 15,11 12 15,11
3 44 122,79 44 122,79
4 9 10,92 9 10,92
5 11 13,68 12 15,11
6 3 3,40 3 3,40
7 4 4,58 4 4,58
8 7 8,29 7 8,29
9 1 1,11 1 1,11
10 4 4,58 4 4,58
11 2 2,24 2 2,24
12 7 8,29 7 8,29
13 7 8,29 7 8,29
14 7 8,29 7 8,29
15 7 8,29 7 8,29
16 9 10,92 9 10,92
17 10 12,28 10 12,28
18 11 13,68 11 13,68
19 2 2,24 2 2,24
20 12 15,11 12 15,11
21 47 172,09 47 172,09
22 39 85,50085 39 85,50085
Lasketuista MPN-arvoista laskettiin lukemaepävarmuus. Taulukossa 10 on esitetty koli-
formien lukemaepävarmuus. Ensimmäisen ja toisen lukukerran MPN-arvoista laskettiin
näytteille keskiarvo ja suhteellinen varianssi. Suhteellisen varianssin keskiarvosta las-
kettiin lukemaepävarmuus.
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Taulukko 10. Koliformien lukemaepävarmuus.
näyte keskiarvo keskihajonta suhteellinen varianssi
1 69,39 2,81924 0,00165
2 209,38 0 0
3 53,96 4,23128 0,00615
4 102,08 15,42484 0,02283
5 150,27 0 0
6 209,38 0 0
7 153,44 26,36894 0,02953
8 75,88 6,35513 0,00701
9 78,03 3,31012 0,00180
10 113,74 12,80019 0,01266
11 61,95 2,45520 0,00157
12 29,16 1,33496 0,00210
13 18,12 2,17444 0,01439
14 31,09 1,38351 0,00198
15 1,11 0 0
16 1,11 0 0
17 3,40 0 0
18 36,20 0 0
19 112,98 0 0
20 122,79 0 0
21 104,69 0 0
22 161,18 15,42484 0,00916
23 104,69 0 0
24 172,09 0 0
25 172,09 0 0
keskiarvo 0,00443
suhteellinen keskihajonta 0,06659
6,66 %
E. colin lukemaepävarmuus on 0 %. E. colia luettaessa fluoresoivien kaivojen lukumää-
rä erosi ensimmäisen ja toisen lukemiskerran kohdalla ainoastaan yhdessä näytteessä
(näyte viisi). Tässäkin ensimmäisen ja toisen lukemiskerran arvo poikkesi vain yhdellä.
Taulukossa 11 ja 12 on esitetty kahden henkilön lukemaepävarmuudet. Kahden henki-
lön lukemaepävarmuus laskettiin samasta aineistosta kuin henkilökohtainen lukemaepä-
varmuus. Näitä tuloksia käytettiin mittausepävarmuuden vertaamisessa.
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Taulukko 11. Kahden henkilön lukemaepävarmuus (koliformit).
tulos1 tulos2 suhteellinen varianssi
28,8 32 0,00555
17,1 20 0,01227
35 26 0,04418
1 1 0
4,1 4,1 0
40,2 40,2 0
461,1 410,6 0,00673
keskiarvo 0,00982
suhteellinen keskihajonta 0,09909
9,91 %
Taulukko 12. Kahden henkilön lukemaepävarmuus (E. coli).
tulos1 tulos2 suhteellinen varianssi
4 4 0
12 14 0,01188
125,9 130 0,00051
13,5 14 0,00066
13,4 17 0,02831
4,1 4 0,00030
4,1 4 0,00030
7,4 7 0,00154
1 1 0
4,1 4 0,00030
2 2 0
8,5 9 0,00163
8,5 9 0,00163
8,5 9 0,00163
8,5 9 0,00163
12 12 0
12,1 11 0,00454
13,4 13 0,00046
2 2 0
15,8 15,8 0
155,3 155,3 0
248,1 210 0,01390
81,3 81 0,00001
387,3 350 0,00513
547,5 490 0,00616
keskiarvo 0,00322
suhteellinen keskihajonta 0,05676
5,68 %
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19 Inkubointiolosuhteiden vaikutus
Inkubointiolosuhteiden vaikutuksista mikrobiologisiin analyyseihin tutkittiin sekä elin-
tarvikemikrobiologian laboratoriossa viljelemällä kokonaisbakteeripesäkkeitä PCA-
agar-maljoille että vesimikrobiologian laboratoriossa analysoimalla koliformeja ja E.
colia Colilert-kennoilla.
19.1 Inkubaattorivaikutus kokonaisbakteeripesäkemaljoille
Elintarvikemikrobiologian laboratoriossa näytteenä käytettiin raakaa jauhelihaa. Näyt-
teitä oli yhteensä kymmenen. Yhdestä jauhelihanäytteestä punnittiin kuusi 10 g rinnak-
kaista alanäytettä. Näytteet laimennettiin 1/10 ja homogenisoitiin stomacherilla. Viiden
ensimmäisen jauhelihaerän (jauhelihaerät A-E) lähtösuspensioista tehtiin laimennossarja
10-6 asti. Laimennoksista 10-3, 10-4, 10-5 ja 10-6 tehtiin viljelmät maljoille.
Maljoja inkuboitiin 30 °C lämpökaapissa 3 vrk. Maljat pinottiin koreihin siten, että yh-
den jauhelihan alanäytteistä viljellyt maljat inkuboituivat eri puolilla lämpökaappia.
Korit asetettiin lämpökaapin eri hyllyille. Täytteenä käytettiin laboratorion rutiininäyt-
teitä, jolloin tutkittavat maljat saatiin inkubointikaapissa mahdollisimman monelle eri
hyllylle ja useaan kerrokseen.
Maljoilta laskettiin kokonaisbakteeripesäkkeet. Viidestä ensimmäisestä jauhelihaerästä
(jauhelihaerät A-E) ei saatu kunnollisia tuloksia, koska maljoilla ei kasvanut tarpeeksi
bakteeripesäkkeitä. Tämän takia koe päätettiin uusia käyttämällä uusia jauhelihaeriä.
Neljä jälkimmäistä jauhelihaerää (jauhelihaerät F-I) käsiteltiin samalla tavalla kuin viisi
ensimmäistä. Poikkeuksena edelliseen oli laimennossarja, joka tehtiin 10-5 asti. Laimen-
noksista 10-2-10-5 tehtiin viljelmät maljoille. Maljoja inkuboitiin 30 °C lämpökaapissa 3
vrk.
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Taulukossa 13 on koottu ne jauhelihaerät, joiden tuloksia voitiin käyttää inkubaattori-
vaikutuskokeessa. Liitteessä B on kaikkien jauhelihaerien maljoilla kasvavien koko-
naisbakteeripesäkkeiden lukumäärät.
Taulukko 13. Bakteeripesäkkeiden lukumäärä PCA-agar-maljoilla määritettäessä in-
kubaattorivaikutusta.
laimennos
jauhelihaerä alanäyte -3 -4 -5 -6
A 1 6 0 0 0
2 7 0 0 0
3 5 2 0 0
4 8 1 0 0
5 5 1 0 0
6 6 1 0 0
B 1 15 0 0 0
2 11 1 0 0
3 5 1 0 0
4 7 3 0 0
5 6 0 0 0
6 9 1 0 0
C 1 19 3 1 0
2 24 2 1 0
3 20 0 0 0
4 10 1 1 0
5 18 4 1 0
6 11 4 0 0
D 1 8 1 0 0
2 9 1 0 0
3 3 1 0 0
4 10 0 0 0
5 6 0 0 0
6 4 1 0 0
E 1 21 2 1 0
2 33 3 1 0
3 9 1 0 0
4 19 2 0 1
5 11 0 0 0
6 39 6 1 0
G 1 23
2 72
3 68
4 43
5 76
6 45
H 1 141
2 161
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3 179
4 203
5 153
6 176
Inkubaattorivaikutuksen laskemiseksi jauhelihaerien bakteeripesäkemäärien tuloksista
laskettiin luonnollinen logaritmi, jonka avulla laskettiin jauhelihaeräkohtainen inkubaat-
torivaikutus. Taulukossa 14 on esimerkki jauhelihaerän A inkubaattorivaikutuksesta.
Jauhelihaerien B, C, D, E, G ja H tulokset ovat liitteessä C. Jauhelihaerien F ja I tulok-
sia ei voitu käyttää suurten pesäkelukumäärien takia. Lopullinen inkubaattorivaikutus
saatiin eräkohtaisten inkubaattorivaikutusten keskiarvosta. Tämä on esitetty taulukossa
15.
Taulukko 14. Jauhelihaerä A:n inkubaattorivaikutus.
ln
A 1 6 1,791759
2 7 1,94591
3 5 1,609438
4 8 2,079442
5 5 1,609438
6 6 1,791759
varianssi 0,034403
keskihajonta 0,185479
keskiarvo 6,166667
Poisson arvo 0,162162
inkubaattori varianssi -0,12805
Näytteen A negatiivinen inkubaatori varianssi tulee näytteen suuresta Poisson-arvosta.
Taulukko 15. Inkubaattorivaikutus kokonaisbakteeripesäkemaljoille.
näyte-erä inkubaattorivarianssi
A -0,12805
B 0,05189
C 0,06449
D 0,07993
E 0,29185
G 0,18919
H 0,01044
keskiarvo 0,07996
neliöjuuri 0,28278
28,28 %
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19.2 Inkubaattorivaikutus Colilert-kennoille
Vesimikrobiologian laboratoriossa näytteenä käytettiin Helsingin läpi virtaavan Mätäjo-
en vettä. Näytteitä oli yhteensä viisi. Jokaisesta viidestä näytteestä saatiin kuusi rinnak-
kaista alanäytettä. Alanäytteet saatiin pipetoimalla 10 ml näytettä, joka laimennettiin 90
ml:aan ionivaihdettua vettä. Laimennetun näytteen sekaan kaadettiin reagenssi, ja liuos
kaadettiin Colilert-kennoon. Kenno suljettiin Colilert-sulkimella ja vietiin inkubointi-
kaappiin.
Maljoja inkuboitiin 37 °C:n lämpökaapissa 1 vrk. Kennot aseteltiin lämpökaappiin si-
ten, että alanäytteiden kennot inkuboituivat eri puolilla lämpökaappia. Lämpökaapissa
käytettiin täytteenä vanhoja Colilert-kennoja, jolloin pinoista saatiin korkeampia ja ken-
nojen hajauttaminen onnistui paremmin.
Alkuperäisenä tarkoituksena oli määrittää kennosta sekä koliformit että E. coli. Tuloksia
laskettaessa huomattiin kuitenkin, että koliformien määrä kennoissa oli niin suuri, ettei
koliformituloksia saatu. Inkubaattorivaikutus laskettiin tämän takia E. coli-tuloksien
avulla. Taulukossa 16 on esitetty fluoresoivien solujen lukumäärät ja vastaavat MPN-
arvot.
Taulukko 16. Fluoresoivien kaivojen lukumäärä ja näiden MPN-arvot.
vesierä alanäyte fluoresoivienkaivojen lkm
MPN
(tulos)
A 1 36 62,4
2 41 83,1
3 35 59,1
4 37 65,9
5 36 62,4
6 42 88,5
B 1 37 65,9
2 39 73,8
3 42 88,5
4 27 38,4
5 37 65,9
6 32 50,4
C 1 43 94,5
2 39 73,8
3 37 65,9
4 42 88,5
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5 36 62,4
6 40 78,2
D 1 36 62,4
2 38 69,7
3 40 78,2
4 43 94,5
5 30 45,3
6 35 59,1
E 1 37 65,9
2 34 56
3 35 59,1
4 36 62,4
5 33 53,1
6 34 56
Inkubaattorivaikutuksen laskemiseen käytettiin MPN-arvoja ja 95 % luottamusvälin
arvoja (taulukossa LO ja UP). Inkubaattorivaikutusta arvioitiin kahdella eri tavalla. Tau-
lukossa 17 on esitetty vesierän A inkubaattorivaikutus. Vesierien B-E inkubaattorivai-
kutukset ovat liitteessä D.
Ensimmäisessä tavassa jokaisen näyte-erän MPN-arvoista laskettiin varianssi. Jokaiselle
kuudelle rinnakkaisnäytteelle laskettiin luottamusvälin arvoista kaavalla 18 teoreettinen
jakaumaepävarmuus. Teoreettiseen jakaumaepävarmuuteen käytettiin 95 %:n alempaa
ja ylempää luottamusrajaa, jotka saatiin taulukosta. Teoreettisen jakaumaepävarmuuden
arvoista laskettiin varianssi. Näiden varianssien erotuksesta saatiin kyseisen näyte-erän
inkubaattorivaikutus.
Toisessa tavassa varianssit lasketaan MPN-arvon luonnollisesta logaritmista. Teoreetti-
nen jakaumaepävarmuus lasketaan samalla tavalla kuin edellä. Vesierän inkubaattori-
vaikutus saadaan samalla tavalla varianssien erotuksesta. Lopullinen inkubaattorivaiku-
tus lasketaan jokaisen vesieräkohtaisen inkubaattorivaikutuksen keskiarvosta. [20 s. 50]
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Taulukko 17. Esimerkki inkubaattorivaikutuksen laskemisesta.
vesierä alanäyte fluoresoivienkaivojen lkm
MPN
(tulos) ln (MPN) LO UP
teoreettinen
jakauma-
epävarmuus
A 1 36 62,4 4,1336 44,6 88,8 0,175676732
2 41 83,1 4,4200 59,9 118,3 0,173608996
3 35 59,1 4,0792 42 84,4 0,178035149
4 37 65,9 4,1881 47,2 93,7 0,174924565
5 36 62,4 4,1336 44,6 88,8 0,175676732
6 42 88,5 4,4830 63,9 126,2 0,173609334
keskiarvo 70,233333 keskiarvo 0,175255252
keskihajonta 12,366676 0,1689 varianssi 0,030714403
suhteellinen
keskihajonta 0,1760799
varianssi 0,0310041 0,0285
varianssi_1 0,00029
varianssi_2 -0,0022
Lopullinen inkubaattorivaikutus, joka on esitetty taulukossa 18, saadaan jokaisen ve-
sieräkohtaisen inkubaattorivaikutuksen keskiarvosta.
Taulukko 18. Yhteenveto inkubaattorivaikutuksesta.
v_1 v_2
A 0,00029 -0,0022
B 0,043746 0,055273
C -0,004 -0,0041
D 0,030293 0,032057
E -0,02519 -0,02534
keskiarvo 0,009026 0,011142
neliöjuuri 0,095 0,106
9,50 % 10,56 %
Näytteiden negatiivinen inkubaattorivaikutuksen arvo tulee silloin, kun teoreettisen ja-
kaumaepävarmuuden arvo on suurempi kuin lasketut MPN-arvot.
Ottamalla keskiarvo näistä kahdella eri tavalla saadusta tuloksesta inkubaattorivaikutuk-
sen arvoksi saadaan 10,0 %
( ) %0,10%028,10
2
556,105,9
≈=
−
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20 Koe alanäytteiden hajonnan arviointia varten
Alanäytteiden hajonta arvioitiin kokeen tuloksista, missä useasta alanäytteestä tehtiin
kaksi rinnakkaista analyysiä. Tässä kokeessa näytteenä käytettiin raakaa jauhelihaa.
Näytteet edustivat 10 erilaista jauhelihaerää. Näytteistä kahdeksan oli pakattu suojakaa-
suun ja kaksi oli pakattu pelkkään paperikääreeseen. Näytteitä pidettiin huoneenläm-
mössä kaksi vuorokautta ennen näytteiden viljelemistä, jolloin varmistettiin tulosten
saaminen. Jokainen jauhelihaerä pyrittiin käsittelemään mahdollisimman tarkasti samal-
la tavalla käyttäen samoja laitteita, välineitä ja inkubointiolosuhteita. Koe pyrittiin suo-
rittamaan mahdollisimman rutiininomaisesti.
Yhdestä jauhelihaerästä punnittiin neljä 10 g alanäytettä. Alanäytteet laimennettiin 1/10
dilumatilla ja homogenisoitiin stomacherilla 30 sekuntia. Punnituksessa käytettävä Di-
lumat-laitteisto punnitsi näytteen massan ja lisäsi automaattisesti laimennosliuosta tar-
vittava määrä. Näistä neljästä lähtösuspensiosta tehtiin kaksi rinnakkaista laimennossar-
jaa 10-9 asti. Laimennoksista 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 ja 10-9 tehtiin viljelmät maljoille.
Alanäytteiden hajontakokeessa pyrittiin siihen, että näytteet eivät seiso pitkään, vaan ne
saadaan mahdollisimman pian viljeltyä. Käytännön syistä neljä alanäytettä punnittiin ja
homogenisoitiin ensin, minkä jälkeen jokaisesta alanäytteestä tehtiin yksitellen rinnak-
kaiset laimennussarjat ja viljelmät. Tällöin mahdolliset muutokset tapahtuvat bakteerien
odottaessa viljelemistä lähtösuspensiossa.
Maljoja inkuboitiin 30 °C:n lämpökaapissa lähellä toisiaan kolme vuorokautta, jonka
jälkeen maljoilta laskettiin kokonaisbakteeripesäkkeet. Tulokset arvioitiin varianssiana-
lyysillä. Varianssianalyysin perustaulukko koostui pesäkelukumäärien summasta. Tätä
varten kahden tai kolmen peräkkäisen laimennoksen pesäkemäärät laskettiin yhteen.
Taulukossa 19 on pesäkelukumäärien summa sekä summasta otettu luonnollinen loga-
ritmi. Analyysit on laskettu logaritmeilla, jolloin keskihajonnat edustavat alkuperäisten
mittausten suhteellisia keskihajontoja. Pesäkelukumäärien summa valittiin sen mukaan,
miten maljoilla kasvoi kokonaisbakteeripesäkkeitä. Maljat, joissa kasvoi yli 250 pesä-
kettä, hylättiin. Samoin jos kahden peräkkäisen laimennoksen maljoilla ei kasvanut mi-
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tään, jälkimmäiset maljat hylättiin. Liitteessä E on pesäkelukumäärien summat kaikilta
maljoilta.
Taulukko 19. Pesäkelukumäärien summa. Varianssianalyysiä varten koottiin taulukko,
johon laskettiin pesäkelukumäärien summa sekä summasta otettu luonnollinen logarit-
mi.
Näyte summa ln(summa)
A 1 a 203 5,313206
b 195 5,273
2 a 230 5,438079
b 233 5,451038
3 a 109 4,691348
b 138 4,927254
4 a 108 4,682131
b 118 4,770685
B 1 a 204 5,31812
b 208 5,337538
2 a 210 5,347108
b 257 5,549076
3 a 193 5,26269
b 162 5,087596
4 a 177 5,17615
b 194 5,267858
C 1 a 188 5,236442
b 244 5,497168
2 a 244 5,497168
b 273 5,609472
3 a 236 5,463832
b 262 5,568345
4 a 204 5,31812
b 226 5,420535
D 1 a 300 5,703782
b 345 5,843544
2 a 222 5,402677
b 249 5,517453
3 a 264 5,575949
b 319 5,765191
4 a 257 5,549076
b 254 5,537334
E 1 a 89 4,488636
b 120 4,787492
2 a 103 4,634729
b 100 4,60517
3 a 85 4,442651
b 92 4,521789
4 a 88 4,477337
b 91 4,51086
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F 1 a 195 5,273
b 227 5,42495
2 a 249 5,517453
b 294 5,68358
3 a 201 5,303305
b 246 5,505332
4 a 185 5,220356
b 211 5,351858
G 1 a 184 5,214936
b 169 5,129899
2 a 142 4,955827
b 183 5,209486
3 a 158 5,062595
b 192 5,257495
4 a 125 4,828314
b 154 5,036953
H 1 a 99 4,59512
b 128 4,85203
2 a 77 4,343805
b 106 4,663439
3 a 105 4,65396
b 144 4,969813
4 a 67 4,204693
b 74 4,304065
I 1 a 58 4,060443
b 59 4,077537
2 a 46 3,828641
b 52 3,951244
3 a 51 3,931826
b 55 4,007333
4 a 45 3,806662
b 41 3,713572
J 1 a 97 4,574711
b 126 4,836282
2 a 118 4,770685
b 131 4,875197
3 a 92 4,521789
b 100 4,60517
4 a 104 4,644391
b 104 4,644391
Liitteessä F on esitetty varianssianalyysitaulukko alanäytteiden hajonnasta. Kokeen tu-
loksien tulkinnassa käytettiin kaksisuuntaista, toistot sallittuja – ANOVAa. Tässä ko-
keessa kiinnostuksen kohteena oli alanäytteiden hajonta. Koska kyseessä on sisäkkäiset
tekijät, joudutaan laskemaan varianssianalyysitaulukkoon uudet arvot yhdistämällä rivit
Columns (Näyte) ja Interaction (Vuorovaikutus). Taulukossa 20 on esitetty varianssi-
analyysitaulukko, johon on laskettu uudet arvot.
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Taulukko 20. Varianssianalyysitaulukko.
ANOVA
Vaihtelun lähde NS va KN F P-arvo F-kriittinen
Alanäyte 0,64179 3 0,21393 3,601061 0,024703
Näyte 19,77051 9 2,196724
Vuorovaikutus 1,140435 27 0,042238
Lasketut arvot 1,782225 30 0,059407 4,444067 8,06E-06
Sisällä 0,534713 40 0,013368
Yhteensä 22,08745 79
Varianssitaulukosta voidaan laskea uusien arvojen jälkeen alanäytteiden varianssikom-
ponentti ja alanäytteiden suhteellinen hajonta. Alanäytteiden varianssikomponentti las-
kettiin kaavan 30 avulla.
2
)()_( sisälläKNarvolaskettuKN
alanäyte
−
=σ (30)
0230195,0
2
013368,0059407,0
=
−
alanäyteσ
Alanäytteiden suhteellinen hajonta saadaan ottamalla neliöjuuri alanäytteiden varianssi-
komponentista.
151722,00230195,0 = %2,151722,15%100151722,0 ≈=∗
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21 Globaalikoe
Globaalikoe suoritettiin sekä elintarvikemikrobiologian laboratoriossa että vesimikro-
biologian laboratoriossa. Kummassakin kokeen suoritti kaksi henkilöä. Laboratoriohen-
kilökunnasta arvottiin toinen kokeen suorittaja minun lisäkseni. Kokeessa käytettiin
laboratorion rutiininäytteitä.
21.1 Globaalikoe elintarvikemikrobiologian laboratoriossa
Elintarvikemikrobiologian laboratoriossa näytteinä käytettiin jauhelihaa. Jauhelihasta
määritettiin kokonaisbakteeripitoisuus. Jokaisen jauhelihaerän kohdalla valittiin laimen-
nos näytteen arvioidun kokonaisbakteeripitoisuuden mukaan. Kokeen kumpikin suorit-
taja analysoi saman näytteen samalla menetelmällä, mutta käyttäen mahdollisimman
vähän samoja laitteita, välineitä ja inkubointipaikkoja. Kaikki käytettävät välineet sekä
maljan paikka inkubointikaapissa arvottiin.
Kumpikin analysoija punnitsi jauhelihanäytteestä 10 g:n alanäytteen. Alanäyte laimen-
nettiin 1/10 dilumatilla ja homogenisoitiin stomacherilla, jolloin saatiin lähtösuspensiot.
Tästä lähtösuspensiosta tehtiin laimennossarja tarvittavaan laimennokseen asti. Saaduis-
ta laimennoksista tehtiin viljelmät maljoille. Maljoja inkuboitiin 30 °C:ssa 3 vrk. Inku-
boinnin jälkeen kumpikin analysoija laski kokonaisbakteeripesäkkeet omilta maljoilta.
Tulokset laskettiin alkuperäisen ISO 19036:n mukaan. Lukupareista otettiin logaritmi,
ja näistä laskettiin varianssi. Ottamalla neliöjuuri varianssien keskiarvosta saatiin glo-
baalikokeen epävarmuus. Tulokset on esitetty taulukossa 21.
Taulukossa 18 x1- ja x2-arvot ovat eri laboranttien laskemat tulokset. Arvot on saatu
summaamalla kahden peräkkäisen maljan bakteeripesäkemäärät yhteen.
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Taulukko 21. Globaalikokeen mittausepävarmuus.
näyte x1 x2 log(x1) log(x2) log(x1)-log(x2) varianssi
1 66 30 1,819544 1,477121 0,342422681 0,058627
2 14 15 1,146128 1,176091 -0,029963223 0,000449
4 28 31 1,447158 1,491362 -0,044203662 0,000977
5 77 58 1,886491 1,763428 0,123062732 0,007572
6 124 153 2,093422 2,184691 -0,091269746 0,004165
8 62 88 1,792392 1,944483 -0,152090983 0,011566
9 109 241 2,037426 2,382017 -0,344590545 0,059371
10 260 227 2,414973 2,356026 0,058947491 0,001737
11 47 37 1,672098 1,568202 0,103896134 0,005397
keskiarvo 0,01665
keskihajonta 0,297179
29,72 %
Globaalikokeen epävarmuus laskettiin myös samalla tavalla, mutta vertailun vuoksi x1-
ja x2-arvoina käytettiin vain yhden maljan bakteeripesäkemääriä. Tämä on esitetty tau-
lukossa 22. Kummassakin tapauksessa keskihajonnan arvo muutettiin luonnolliseen
logaritmijärjestelmään kertomalla 2,303:lla. Tällöin prosentti-ilmaisu saatiin vastaa-
maan logaritmi-ilmaisua.
Taulukko 22. Vertailevan aineiston globaalikokeen mittausepävarmuus.
näyte x1 x2 log(x1) log(x2) log(x1)-log(x2) varianssi
1 60 28 1,778151 1,447158 0,330993219 0,054778
2 13 13 1,113943 1,113943 0 0
4 22 30 1,342423 1,477121 -0,134698574 0,009072
5 71 48 1,851258 1,681241 0,170017111 0,014453
6 113 137 2,053078 2,136721 -0,083642124 0,003498
8 56 78 1,748188 1,892095 -0,143906576 0,010355
9 99 219 1,995635 2,340444 -0,34480892 0,059447
10 240 211 2,380211 2,324282 0,055928786 0,001564
11 43 34 1,633468 1,531479 0,101989539 0,005201
keskiarvo 0,01760
keskihajonta 0,305496
30,55 %
Kun epävarmuuden arviointiin käytetään erota ja yhdistä -periaatetta, tarvitaan teknisen
epävarmuuden arvo, joka saadaan vähentämällä perusepävarmuudesta SR jakaumaepä-
varmuus vd. Tämä on esitetty taulukoissa 23 ja 24. Taulukossa 20 x1- ja x2-arvot on saa-
tu summaamalla kahden peräkkäisen maljan bakteeripesäkemäärät yhteen, ja taulukossa
21 on esitetty samat laskut käyttäen x1- ja x2-arvoina yhden maljan bakteeripesäkemää-
riä.
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Taulukko 23. Globaalikokeen mittausepävarmuus erota ja yhdistä-periaatetta varten.
näyte x1 x2 ln(x1) ln(x2) ln(x1)-ln(x2) varianssi poisson varianssi
varianssi-
poisson
varianssi
1 66 30 4,189655 3,401197 0,78845736 0,3108 0,0208 0,2900
2 14 15 2,639057 2,70805 -0,068992871 0,0024 0,0690 -0,0666
4 28 31 3,332205 3,433987 -0,101782694 0,0052 0,0339 -0,0287
5 77 58 4,343805 4,060443 0,283362411 0,0401 0,0148 0,0253
6 124 153 4,820282 5,030438 -0,210156356 0,0221 0,0072 0,0149
8 62 88 4,127134 4,477337 -0,350202429 0,0613 0,0133 0,0480
9 109 241 4,691348 5,484797 -0,793449051 0,3148 0,0057 0,3091
10 260 227 5,560682 5,42495 0,135731614 0,0092 0,0041 0,0051
11 47 37 3,850148 3,610918 0,239229689 0,0286 0,0238 0,0048
keskiarvo 0,0669
neliöjuuri 0,2586
25,86 %
Taulukko 24. Vertailevan aineiston globaalikokeen mittausepävarmuus erota ja yhdis-
tä-periaatetta varten.
näyte x1 x2 ln(x1) ln(x2) ln(x1)-ln(x2) varianssi poisson varianssi
varianssi -
poisson
varianssi
1 60 28 4,094345 3,332205 0,7621 0,2904 0,0227 0,2677
2 13 13 2,564949 2,564949 0,0000 0,0000 0,0769 -0,0769
4 22 30 3,091042 3,401197 -0,3102 0,0481 0,0385 0,0096
5 71 48 4,26268 3,871201 0,3915 0,0766 0,0168 0,0598
6 113 137 4,727388 4,919981 -0,1926 0,0185 0,0080 0,0105
8 56 78 4,025352 4,356709 -0,3314 0,0549 0,0149 0,0400
9 99 219 4,59512 5,389072 -0,7940 0,3152 0,0063 0,3089
10 240 211 5,480639 5,351858 0,1288 0,0083 0,0044 0,0039
11 43 34 3,7612 3,526361 0,2348 0,0276 0,0260 0,0016
keskiarvo 0,0695
neliöjuuri 0,2635
26,35 %
21.2 Globaalikoe vesimikrobiologian laboratoriossa
Globaalikoe suoritettiin samalla idealla vesimikrobiologian laboratoriossa. Näytteinä
käytettiin laboratorioon tulleita merivesinäytteitä. Näytteistä määritettiin koliformit ja E.
coli. Kumpikin kokeen suorittaja teki saman analyysin samasta näytteestä. Koetta varten
kennon suljin ja kennon paikka lämpökaapissa arvottiin.
 73
Näytettä kaadettiin 10 ml reagenssin sekaan 100 ml:n pulloon. Pullo täytettiin ionivaih-
detulla vedellä 100 ml:aan. Laimennettu näyte kaadettiin kennoon ja se suljettiin. Ken-
noja inkuboitiin 37 °C:ssa 1 vrk. Inkuboinnin jälkeen kumpikin analysoija laski omat
kennot.
Taulukossa 22 on esitetty globaalikokeen koliforminäytteiden tulokset, ja taulukossa 25
on esitetty samojen näytteiden E. coli -tulokset. Taulukoissa on tummennettu ne näyt-
teet, joiden tuloksia voidaan käyttää globaalikokeen mittausepävarmuuden laskemiseen.
Taulukoissa 26 ja 23 x1- ja x2-arvot ovat eri henkilöiden (A ja B) tuloksista lasketut
MPN-arvot.
Taulukko 25. Globaalikokeen koliforminäytteet.
koliformit henkilö A x1 henkilö B x2
näyte
keltaiset
kaivot MPN
keltaiset
kaivot MPN
1 51 > 200,5 51 > 200,5
2 51 > 200,5 51 > 200,5
3 51 > 200,5 51 > 200,5
4 51 > 200,5 51 > 200,5
5 51 > 200,5 51 > 200,5
6 42 88,5 50 200,5
7 50 200,5 51 > 200,5
8 39 73,8 48 144,5
9 43 94,5 48 144,5
10 35 59,1 47 129,8
11 29 42,9 33 53,1
12 28 40,6 41 83,1
13 2 2 12 13,7
14 2 2 8 8,7
15 1 1 7 7,5
16 25 34,4 25 34,4
17 18 22,2 22 28,8
18 20 25,4 21 27,1
19 19 23,8 30 45,3
20 32 50,4 37 65,9
21 33 53,1 30 45,3
22 51 > 200,5 51 > 200,5
23 51 > 200,5 51 > 200,5
24 51 > 200,5 51 > 200,5
25 51 > 200,5 51 > 200,5
26 51 > 200,5 51 > 200,5
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Taulukko 26. Globaalikokeen E. coli-näytteet.
E. coli henkilö A x1 henkilö B x2
näyte
fluoresoivat
kaivot MPN
fluoresoivat
kaivot MPN
1 51 > 200,5 51 > 200,5
2 21 27,1 17 20,7
3 51 > 200,5 51 > 200,5
4 51 > 200,5 51 > 200,5
5 49 165,2 44 101,3
6 11 12,4 11 12,4
7 32 50,4 17 20,7
8 8 8,7 1 1
9 6 6,4 7 7,5
10 8 8,7 5 5,3
11 3 3,1 6 6,4
12 1 1 2 2
13 2 2 0 < 1
14 0 < 1 0 < 1
15 0 < 1 1 1
16 2 2 0 < 1
17 1 1 0 < 1
18 0 < 1 0 < 1
19 2 2 1 1
20 2 2 2 2
21 4 4,2 2 2
22 51 > 200,5 51 > 200,5
23 51 > 200,5 51 > 200,5
24 51 > 200,5 51 > 200,5
25 51 > 200,5 51 > 200,5
26 51 > 200,5 51 > 200,5
Globaalikokeen tuloksien laskemiseen käytettiin MPN-arvoja ja 95 % luottamusvälin
arvoja (taulukossa LO ja UP, liite A). Taulukosta katsottiin jokaisen näytteen kohdalla
MPN-arvoja vastaavat LO- ja UP-arvot.
MPN-arvoista laskettiin näytteille ensin ISO 19036:n mukainen alkuperäinen globaa-
liarvo (SR), joka sisältää kaiken vaihtelun (kaava 23). Näiden keskiarvon neliöjuuri on
kaiken vaihtelun sisältävä globaaliestimaatti mittausepävarmuudelle.
Kun epävarmuuden arviointiin käytetään erota ja yhdistä -periaatetta, tarvitaan teknisen
epävarmuuden arvo, joka saadaan vähentämällä perusepävarmuudesta SR jakaumaepä-
varmuus vd.
 75
Tätä varten laskettiin oletettu keskimääräinen jakaumavaihtelu (v1 ja v2, kaava 18).
Näistä laskettiin keskiarvo (vd). Jakaumaepävarmuus laskettiin LO- ja UP-arvoista.
Tekninen epävarmuus laskettiin vähentämällä kokonaisvarianssista MPN-menetelmän
oletettu keskimääräinen jakaumavaihtelu (kaava 25).
Taulukossa 27 ja 28 on laskettu globaalikokeen tulokset näillä kahdella eri tavalla sekä
koliformeille että E. colille. Taulukoiden alaindeksit 1 ja 2 viittaavat kahden eri henki-
lön saamiin tuloksiin.
Taulukko 27. Globaalikokeen tulokset koliforminäytteille.
näyte MPN1 LO1 UP1 MPN2 LO2 UP2 vR^2 v1^2 v2^2 vd^2 o^2
6 88,5 63,9 126,2 200,5 135,8 387,6 0,3344 0,0301 0,0716 0,0509 0,2835
8 73,8 53,1 104,8 144,5 102,3 224,1 0,2257 0,0301 0,0400 0,0350 0,1907
9 94,5 68,2 135,4 144,5 102,3 224,1 0,0902 0,0306 0,0400 0,0353 0,0549
10 59,1 42 84,4 129,8 92,7 195 0,3095 0,0317 0,0360 0,0338 0,2757
11 42,9 29,7 62,5 53,1 37,5 76,2 0,0227 0,0360 0,0327 0,0344 -0,0116
12 40,6 28 59,5 83,1 59,9 118,3 0,2565 0,0370 0,0301 0,0336 0,2230
13 2 0,6 7,3 13,7 7,9 23,9 1,8514 0,4063 0,0798 0,2430 1,6083
14 2 0,6 7,3 8,7 4,5 17,1 1,0807 0,4063 0,1160 0,2611 0,8196
15 1 0,3 5,6 7,5 3,7 15,5 2,0299 0,5574 0,1335 0,3455 1,6844
16 34,4 23,3 51,2 34,4 23,3 51,2 0,0000 0,0403 0,0403 0,0403 -0,0403
17 22,2 14,1 35,2 28,8 19 43,9 0,0339 0,0545 0,0456 0,0501 -0,0162
18 25,4 16,5 39,4 27,1 17,7 41,6 0,0021 0,0493 0,0475 0,0484 -0,0463
19 23,8 15,3 37,3 45,3 31,5 65,6 0,2071 0,0517 0,0350 0,0434 0,1638
20 50,4 35,4 72,5 65,9 47,2 93,7 0,0360 0,0334 0,0306 0,0320 0,0039
21 53,1 37,5 76,2 45,3 31,5 65,6 0,0126 0,0327 0,0350 0,0339 -0,0212
keskiarvo 0,4329 keskiarvo 0,3448
neliöjuuri 0,6579 neliöjuuri 0,5872
65,79 % 58,72 %
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Taulukko 28. Globaalikokeen tulokset E. coli -näytteille.
Taulukossa 28 on laskettu kaikkien näytteiden tulokset. Näytteen numero 8 MPN-arvot
ja siten myös varianssit vaihtelivat toisistaan sen verran paljon, että päätettiin laskea
globaalikokeen tulokset myös ilman näytettä numero 8. Tämän tulokset ovat taulukossa
29.
Taulukko 29. Globaalikokeen tulokset E. coli -näytteille laskettuna suhteellisella va-
rianssilla ja luonnollista logaritmia käyttäen, kun näyte nro 8 on poistettu.
näyte MPN1 LO1 UP1 MPN2 LO2 UP2 vR^2 v1^2 v2^2 vd^2 o^2
2 27,1 17,7 41,6 20,7 13 33,3 0,0363 0,0475 0,0576 0,0525 -0,0163
5 165,2 115,2 272,2 101,3 73,1 146 0,1196 0,0481 0,0311 0,0396 0,0800
6 12,4 7 22,1 12,4 7 22,1 0,0000 0,0860 0,0860 0,0860 -0,0860
7 50,4 35,4 72,5 20,7 13 33,3 0,3959 0,0334 0,0576 0,0455 0,3504
9 6,4 3 13,9 7,5 3,7 15,5 0,0126 0,1530 0,1335 0,1433 -0,1307
10 8,7 4,5 17,1 5,3 2,3 12,3 0,1228 0,1160 0,1830 0,1495 -0,0266
11 3,1 1,1 9 6,4 3 13,9 0,2627 0,2875 0,1530 0,2203 0,0425
12 1 0,3 5,6 2 0,6 7,3 0,2402 0,5574 0,4063 0,4819 -0,2416
19 2 0,6 7,3 1 0,3 5,6 0,2402 0,4063 0,5574 0,4819 -0,2416
20 2 0,6 7,3 2 0,6 7,3 0,0000 0,4063 0,4063 0,4063 -0,4063
21 4,2 1,7 10,7 2 0,6 7,3 0,2752 0,2202 0,4063 0,3133 -0,0380
keskiarvo 0,1551 keskiarvo -0,0649
neliöjuuri 0,3938 neliöjuuri #LUKU!
39,38 % #LUKU!
näyte MPN1 LO1 UP1 MPN2 LO2 UP2 vR^2 v1^2 v2^2 vd^2 o^2
2 27,1 17,7 41,6 20,7 13 33,3 0,0363 0,0475 0,0576 0,0525 -0,0163
5 165,2 115,2 272,2 101,3 73,1 146 0,1196 0,0481 0,0311 0,0396 0,0800
6 12,4 7 22,1 12,4 7 22,1 0,0000 0,0860 0,0860 0,0860 -0,0860
7 50,4 35,4 72,5 20,7 13 33,3 0,3959 0,0334 0,0576 0,0455 0,3504
8 8,7 4,5 17,1 1 0,3 5,6 2,3400 0,1160 0,5574 0,3367 2,0033
9 6,4 3 13,9 7,5 3,7 15,5 0,0126 0,1530 0,1335 0,1433 -0,1307
10 8,7 4,5 17,1 5,3 2,3 12,3 0,1228 0,1160 0,1830 0,1495 -0,0266
11 3,1 1,1 9 6,4 3 13,9 0,2627 0,2875 0,1530 0,2203 0,0425
12 1 0,3 5,6 2 0,6 7,3 0,2402 0,5574 0,4063 0,4819 -0,2416
19 2 0,6 7,3 1 0,3 5,6 0,2402 0,4063 0,5574 0,4819 -0,2416
20 2 0,6 7,3 2 0,6 7,3 0,0000 0,4063 0,4063 0,4063 -0,4063
21 4,2 1,7 10,7 2 0,6 7,3 0,2752 0,2202 0,4063 0,3133 -0,0380
keskiarvo 0,3371 keskiarvo 0,1074
neliöjuuri 0,5806 neliöjuuri 0,3277
58,06 % 32,77 %
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22 Tulosten soveltaminen
Koetulokseen liitettävä mittausepävarmuus voidaan antaa kolmella eri tavalla. Mittaus-
epävarmuudeksi voidaan antaa perinteinen globaaliarvio, globaaliarvio, johon liitetään
tapauskohtainen Poisson-arvo, tai rakentamalla mittausepävarmuus osistaan ja liitetään
tähän tapauskohtainen Poisson-arvo.
22.1 Elintarvikemikrobiologian esimerkkinäyte
Elintarvikemikrobiologian laboratoriossa tutkittiin naudan jauhelihanäyte. Näytteestä
tutkittiin muun muassa kokonaisbakteeripitoisuus, jonka tulokseksi saatiin 5 000 000
pmy/g (50 bakteeripesäkettä laimennoksella 10-5). Tämän saadun koetuloksen mittaus-
epävarmuus voidaan antaa seuraavilla eri tavoilla.
Kun mittausepävarmuuden arviona käytetään ISO 19036:n alkuperäistä globaaliarviota,
mittausepävarmuus on SR = 30 %.
Kun mittausepävarmuuden arviona käytetään ISO 19036:n matalien pesäkelukumäärien
muunnosta, esimerkkinäytteen mittausepävarmuuden arvoksi saadaan 33,17 %.
Esimerkkinäytteen Poisson-arvoksi saadaan 14,14 % (kaavalla 17).
50
11
==
Z
vd = 0,14142 ≈ 14,14 %
Mittausepävarmuuden arvoksi saadaan 2222)( 14,140,30 +=+= dRyc vSu = 33,1653
% ≈ 33,17 %
Jos koetuloksen yhdistetty mittausepävarmuus arvioidaan erota ja yhdistä -periaatetta
käyttäen, epävarmuuden mittausepävarmuuden arvoksi saadaan 29,5 %. Tässä tavassa
Poisson-arvo lisätään tekniseen arvoon kaavan 25 mukaan. Mikrobikohtainen hajonta
otetaan aina tapauskohtaisesti huomioon.
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22
)( 14,1486,25 +=ycu = 29,4734 % ≈ 29,5 %
Vertailtavassa tavassa (ISO/GUM yhdistetty mittausepävarmuus) mittausepävarmuus
muodostetaan yhdistämällä eri komponentit. Mittausepävarmuuskomponentit, joista
elintarvikemikrobiologianäytteiden yhdistetty mittausepävarmuus koostetaan, on esitet-
ty taulukossa 30.
Taulukko 30. Epävarmuuskomponentit, joista elintarvikemikrobiologianäytteiden mitta-
usepävarmuus koostetaan.
Suhteellinen epävarmuus
Komponentti
Symboli Arvo
Tilavuusepävarmuus
0,1 ml
u 0,1 ml 0,36 %
Tilavuusepävarmuus
1,0 ml
u 1,0 ml 0,36 %
Tilavuusepävarmuus
9,0 ml
u 9,0 ml 0,66 %
Lukemaepävarmuus uz 4,8 %
Inkubaattorivaikutus ui 28,3 %
Alanäytteiden hajonta us 15,2 %
Esimerkkinäytteen mittausepävarmuudeksi saadaan tällä menetelmällä arvoksi 32,5 %.
Koostaminen tapahtuu seuraavalla tavalla:
Näytettä laimennettiin 10-5 asti. Laimennoksista tehtiin viljelmät maljoille. Maljalla 10-5
kasvoi 50 pesäkettä.
Näytteen laimennoskerroin lasketaan kaavalla 31.
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( )2222 baf vvba
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v +∗





+
= (31)
a = 1 ml
b = 9 ml
va = v1 ml = 0,36 %
vb = v9 ml = 0,66 %
( ) ( )4356,01296,081,066,036,0
91
9 22
2
2 +∗=+∗





+
=fv = 0,4578 % = 0,46 %
Näytettä laimennetaan 1/10 neljä kertaa, jolloin päästään 10-4 laimennokseen. Koeput-
kesta, jossa on 10-4 laimennos, saadaan 10-5 laimennos pipetoimalla näytettä maljalle
0,1 ml. Laimennosepävarmuudeksi saadaan tällöin
%0,464 ∗=Fv = 1,3565 % ≈ 1,36 %
Tähän lisätään vielä 0,1 ml mittausepävarmuuden arvo 0,36 %.
Yhdistetty mittausepävarmuus lasketaan kaavalla 3.
2222222222 152,0283,0048,00036,00136,0 ++++=++++= sizvFy uuuvuu =
0,325108 ≈ 32,5 %
22.2 Vesimikrobiologian esimerkkinäyte
Vesimikrobiologian laboratoriossa tutkittiin kaivovettä. Näytteestä tutkittiin E. coli ja
koliformit. Näytteen E. coli -pitoisuus oli 52 pmy/100 ml (28 isoa kaivoa ja 8 pientä
kaivoa) ja koliformipitoisuus 270 pmy/100 ml (44 isoa kaivoa ja 38 pientä kaivoa). Tä-
män saadun koetuloksen mittausepävarmuus voidaan antaa seuraavilla tavoilla.
Kun mittausepävarmuuden arviona käytetään ISO 19036:n alkuperäistä globaaliarviota,
mittausepävarmuus on E. colille SR = 58,1 % ja koliformeille SR = 65,8 %.
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Mittausepävarmuus laskettiin myös E. colille ilman näytettä nro 8. Tulosta ei voitu kui-
tenkaan käyttää, koska keskiarvoksi tuli negatiivinen arvo, jolloin varianssia ei voitu
laskea.
Näytteiden tekniseksi epävarmuuskomponentiksi voi tulla negatiivinen tulos, joka si-
nänsä ei ole epätavallista. Keskiarvoksi muodostuu kuitenkin usein positiivinen luku
johtuen riittävän suuresta näytemäärästä. Tällöin varianssi voidaan laskea. Kyseisessä
kokeessa näytteiden lukumäärä ylitti ISO 19306:n mukaisen näytteiden vähimmäislu-
kumäärän (10 näytettä), mutta keskiarvo jäi kuitenkin negatiiviseksi.
Kun mittausepävarmuuden arviona käytetään ISO 19036 matalien pesäkelukumäärien
muunnosta, esimerkkinäytteen mittausepävarmuuden arvoksi saatiin E. colille 60,6 % ja
koliformille 68,5 %.
Esimerkkinäytteen jakauman epävarmuusarvo laskettuna kaavalla 18 on E. colille 17,3
% ja koliformille 19,0 %.
( ) ( )
92,3
37ln73ln100
92,3
lnln100).(
−
⋅=
−
⋅=
LOUP
v coliEd = 17,335 % ≈ 17,3 %
( ) ( )
92,3
190ln400ln100
92,3
lnln100)(
−
⋅=
−
⋅=
LOUP
v koliformid =18,991 % ≈ 19,0 %
Mittausepävarmuuden arvoksi saadaan
E. colille 22)( 3,1706,58 +=ycu = 60,583 % ≈ 60,6 %
koliformille 22)( 0,1979,65 +=ycu = 68,4786 % ≈ 68,5 %
Jos koetuloksen yhdistetty mittausepävarmuus arvioidaan erota ja yhdistä -periaatetta
käyttäen, epävarmuuden mittausepävarmuuden arvoksi saadaan E. colille 37,1 % ja ko-
liformeille 61,7 %. Tässä tavassa jakaumaepävarmuuden arvo lisätään tekniseen arvoon
kaavan 25 mukaan. Mikrobikohtainen hajonta otetaan aina tapauskohtaisesti huomioon.
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E. colille 22 3,1777,32 + = 37,0562 ≈ 37,1 %
koliformille 22 0,1972,58 + = 61,7174 % ≈ 61,7 %.
Vertailtavassa tavassa (ISO/GUM yhdistetty mittausepävarmuus) mittausepävarmuus
muodostetaan yhdistämällä eri komponentit. Mittausepävarmuuskomponentit, joista
elintarvikemikrobiologianäytteiden yhdistetty mittausepävarmuus koostetaan, on esitet-
ty taulukossa 31.
Taulukko 31. Epävarmuuskomponentit, joista vesimikrobiologianäytteiden mittausepä-
varmuus koostetaan.
Suhteellinen epävarmuus
Komponentti
Symboli Arvo
Tilavuusepävarmuus
100 ml
u 100 ml 1,48 %
Lukemaepävarmuus (koli-
formit)
uk 9,9 %
Lukemaepävarmuus
(E. coli)
ue 5,7 %
Inkubaattorivaikutus ui 10,0 %
Alanäytteiden hajonta us 0,0 %
Esimerkkinäytteen mittausepävarmuudeksi saadaan tällä menetelmällä E. colille 11,6 %
ja koliformeille 14,1 %.
Koostaminen tapahtuu seuraavalla tavalla:
E. coli
2222
100 siemly uuuuu +++=
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2222 0,010,0057,00148,0 +++=yu = 0,116052 =11,6 %
koliformit
2222
100 sikmly uuuuu +++=
2222 0,010,0099,00148,0 +++=yu = 0,141492 =14,1 %
Tähän lisätään vielä jakaumaepävarmuus, joka oli E.colille 17,3 % ja koliformeille
19,0 %. Yhdistetyksi epävarmuudeksi tulee silloin E. colille 20,8 % ja koliformeille
22,7 %.
E. coli: 22 3,176,11 + = 20,82907 % ≈ 20,8 %
koliformit: 22 0,191,14 + = 23,6603 % ≈ 22,7 %
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23 Tulosten tarkastelu
Tilavuusepävarmuuksia määritettäessä suhteellinen keskihajonta kasvoi suhteessa tila-
vuuden kasvuun. Pienimmät suhteelliset keskihajonnat olivat tilavuuksilla 0,1 ml ja 1,0
ml. Suurin suhteellinen keskihajonta oli 9,0 ml:n epävarmuutta määritettäessä. Suu-
remman tilavuuden lisäksi selkeä ero saattoi johtua menetelmästä. Muiden tilavuusepä-
varmuuksien määrittämisessä käytettiin automaattipipettiä, kun taas 9,0 ml tilavuusepä-
varmuuden määrittämisessä käytettiin pumppuannostinta. Myös annosteltu tilavuus
vaihteli pumpattaessa 9,0 ml peptonisuolavettä.
Lukemaepävarmuus oli kaikista suurin koliformien kohdalla. Koliformeja luettaessa
Colilert-kennoista laskettiin keltaiset kaivot. Näytteet olivat hyvin usein sameita, jolloin
negatiivisen ja positiivisen kennon eroa oli vaikea tulkita.
Inkubaattorivaikutusta määritettäessä huomattiin, kuinka jauhelihaerien F-I tulokset
olivat päinvastaiset verrattuna jauhelihaerien A-E tuloksiin. Näillä maljoilla saatiin kas-
vamaan enemmän bakteeripesäkkeitä, mutta pesäkkeiden lukumäärä ylitti kaikilla muil-
la maljoilla paitsi erien G ja H laskentarajan (> 250 pesäkettä/malja). Laimennossarjaa
olisi pitänyt jatkaa vielä pidemmälle, jotta tuloksia olisi saatu enemmän.
Globaalikokeen tuloksista huomattiin, kuinka vesinäytteiden tulokset olivat huomatta-
vasti suuremmat kuin elintarvikenäytteen tulokset. Lisäksi vesinäytteiden kohdalla oli
enemmän vaihtelua verrattaessa elintarvikenäytteisiin. Koliformeilla ja E. colilla ISO
19036:n mukainen alkuperäinen globaalitulos erosi vajaa 10 %. ISO 19036:n matalien
pesäkemäärien muunnokseen perustuva tulos erosi 26 %. Vesinäytteiden kohdalla E.
coli –tulokset olivat selvästi pienemmät verrattaessa koliformituloksiin. Elintarvikenäyt-
teiden globaalikokeessa tulos erosi hieman riippuen siitä, käytettiinkö globaalikokeen
arvoina useamman maljan bakteeripesäkelukumääriä vai yhden maljan bakteeripesäke-
lukumääriä.
Kun verrattiin neljää eri menettelytapaa ilmoittaa mittausepävarmuus koetuloksen yh-
teydessä, huomattiin seuraavaa. Elintarvike-esimerkin kohdalla mittausepävarmuuksien
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arvot olivat hyvin lähellä toisiaan. Pienin arvo saatiin erota ja yhdistä -menetelmällä ja
suurin ISO 19036 matalien pesäkemäärien muunos-menetelmällä. Vesiesimerkin koh-
dalla neljä eri tapaa erosi erittäin paljon toisistaan. Globaalitavalla saadut tulokset (al-
kuperäinen ja matalien pesäkemäärien muunnos) olivat erittäin paljon suuremmat kuin
erota ja yhdistä -tavalla ja ISO/GUM:n askel askeleelta lasketuilla tavoilla saadut tulok-
set. Tämä johtuu osaltaan siitä, että globaalimenettely ei sovi ISO 19036:n mukaan
MPN-menetelmille. Erota ja yhdistä -menetelmällä saatu koliformitulos erosi huomatta-
vasti E. coli -tuloksesta.
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Liite A: MPN taulukko: Colilert 51-Well Quanty-Tray
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Liite B: Maljojen kokonaisbakteeripesäkkeiden lukumäärät inkubaat-
torivaikutuskokeessa
laimennos
jauhelihaerä alanäyte 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6
A 1 6 0 0 0
2 7 0 0 0
3 5 2 0 0
4 8 1 0 0
5 5 1 0 0
6 6 1 0 0
B 1 15 0 0 0
2 11 1 0 0
3 5 1 0 0
4 7 3 0 0
5 6 0 0 0
6 9 1 0 0
C 1 19 3 1 0
2 24 2 1 0
3 20 0 0 0
4 10 1 1 0
5 18 4 1 0
6 11 4 0 0
D 1 8 1 0 0
2 9 1 0 0
3 3 1 0 0
4 10 0 0 0
5 6 0 0 0
6 4 1 0 0
E 1 21 2 1 0
2 33 3 1 0
3 9 1 0 0
4 19 2 0 1
5 11 0 0 0
6 39 6 1 0
F 1 > 250 > 250 > 250 > 250
2 > 250 > 250 > 250 > 250
3 > 250 > 250 > 250 > 250
4 > 250 > 250 > 250 > 250
5 > 250 > 250 > 250 > 250
6 > 250 > 250 > 250 > 250
G 1 > 250 > 250 > 250 23
2 > 250 > 250 > 250 72
3 > 250 > 250 > 250 68
4 > 250 > 250 > 250 43
5 > 250 > 250 > 250 76
6 > 250 > 250 > 250 45
H 1 > 250 > 250 > 250 141
 89
2 > 250 > 250 > 250 161
3 > 250 > 250 > 250 179
4 > 250 > 250 > 250 203
5 > 250 > 250 > 250 153
6 > 250 > 250 > 250 176
I 1 > 250 > 250 > 250 > 250
2 > 250 > 250 > 250 > 250
3 > 250 > 250 > 250 > 250
4 > 250 > 250 > 250 > 250
5 > 250 > 250 > 250 > 250
6 > 250 > 250 > 250 > 250
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Liite C: Jauhelihaerien B, C, D, E, G ja H tulokset
ln ln
B 1 15 2,70805 C 1 19 2,94444
2 11 2,39790 2 24 3,17805
3 5 1,60944 3 20 2,99573
4 7 1,94591 4 10 2,30259
5 6 1,79176 5 18 2,89037
6 9 2,19722 6 11 2,39790
varianssi 0,16538 varianssi 0,12360
keskihajonta 0,40667 keskihajonta 0,35157
keskiarvo 8,83333 keskiarvo 17,00000
Poisson arvo 0,11321 Poisson arvo 0,05882
inkubaattori varianssi 0,05189 inkubaattori varianssi 0,06449
D 1 8 2,07944 E 1 21 3,04452
2 9 2,19722 2 33 3,49651
3 3 1,09861 3 9 2,19722
4 10 2,30259 4 19 2,94444
5 6 1,79176 5 11 2,39790
6 4 1,38629 6 39 3,66356
varianssi 0,23022 varianssi 0,33759
keskihajonta 0,47981 keskihajonta 0,58103
keskiarvo 6,66667 keskiarvo 22,00000
Poisson arvo 0,15000 Poisson arvo 0,04545
inkubaattori varianssi 0,07993 inkubaattori varianssi 0,29185
G 1 23 3,13549 H 1 141 4,94876
2 72 4,27667 2 161 5,08140
3 68 4,21951 3 179 5,18739
4 43 3,76120 4 203 5,31321
5 76 4,33073 5 153 5,03044
6 45 3,80666 6 176 5,17048
varianssi 0,20782 varianssi 0,01665
keskihajonta 0,45588 keskihajonta 0,12902
keskiarvo 54,50000 keskiarvo 168,83333
Poisson arvo 0,01835 Poisson arvo 0,00592
inkubaattori varianssi 0,18919 inkubaattori varianssi 0,01044
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Liite D: Vesierien B-E inkubaattorivaikutustulokset
vesierä alanäyte fluoresoivien
solujen lkm
MPN
(tulos) ln (MPN) LO UP
teoreettinen
jakauma-
epävarmuus
B 1 37 65,9 4,1881 47,2 93,7 0,174924565
2 39 73,8 4,3014 53,1 104,8 0,17343797
3 42 88,5 4,4830 63,9 126,2 0,173609334
4 27 38,4 3,6481 26,4 56,6 0,19455229
5 37 65,9 4,1881 47,2 93,7 0,174924565
6 32 50,4 3,9200 35,4 72,5 0,18287621
ka 63,816667 ka 0,179054156
keskihajonta 17,570591 0,295523 varianssi 0,032060391
suht. keskih. 0,2753292
varianssi 0,0758062 0,087334
varianssi_1 0,043746
varianssi_2 0,055273
vesierä alanäyte fluoresoivien
solujen lkm
MPN
(tulos) ln (MPN) LO UP
teoreettinen
jakauma-
epävarmuus
C 1 43 94,5 4,5486 68,2 135,4 0,174946121
2 39 73,8 4,3014 53,1 104,8 0,17343797
3 37 65,9 4,1881 47,2 93,7 0,174924565
4 42 88,5 4,4830 63,9 126,2 0,173609334
5 36 62,4 4,1336 44,6 88,8 0,175676732
6 40 78,2 4,3593 56,4 111,2 0,173178883
ka 77,216667 ka 0,174295601
keskihajonta 12,540082 0,162106 varianssi 0,030378957
suht. keskih. 0,1624012
varianssi 0,0263742 0,026278
varianssi_1 -0,004
varianssi_2 -0,0041
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vesierä alanäyte fluoresoivien
solujen lkm
MPN
(tulos) ln (MPN) LO UP
teoreettinen
jakauma-
epävarmuus
D 1 36 62,4 4,1336 44,6 88,8 0,175676732
2 38 69,7 4,2442 50 99 0,174259399
3 40 78,2 4,3593 56,4 111,2 0,173178883
4 43 94,5 4,5486 68,2 135,4 0,174946121
5 30 45,3 3,8133 31,5 65,6 0,187139834
6 35 59,1 4,0792 42 84,4 0,178035149
ka 68,2 ka 0,17720602
keskihajonta 16,939894 0,25191 varianssi 0,031401973
suht. keskih. 0,2483855
varianssi 0,0616954 0,063459
varianssi_1 0,030293
varianssi_2 0,032057
vesierä alanäyte fluoresoivien
solujen lkm
MPN
(tulos) ln (MPN) LO UP
teoreettinen
jakauma-
epävarmuus
E 1 37 65,9 4,1881 47,2 93,7 0,174924565
2 34 56 4,0254 39,7 80,1 0,179062415
3 35 59,1 4,0792 42 84,4 0,178035149
4 36 62,4 4,1336 44,6 88,8 0,175676732
5 33 53,1 3,9722 37,5 76,2 0,180872584
6 34 56 4,0254 39,7 80,1 0,179062415
ka 58,75 ka 0,177938977
keskihajonta 4,724722 0,079544 varianssi 0,031662279
suht. keskih. 0,080421
varianssi 0,0064675 0,006327
varianssi_1 -0,02519
varianssi_2 -0,02534
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Liite E: Alanäytteiden hajontakokeen kokonaisbakteeripesäkkeiden
summat
Näyte 10-5 10-6 10-7 10-8 10-9
A 1 a > 250 > 250 181 20 2
b > 250 > 250 167 28 0
2 a > 250 > 250 204 26 0
b > 250 > 250 203 26 4
3 a > 250 > 250 96 12 1
b > 250 > 250 124 12 2
4 a > 250 > 250 96 11 1
b > 250 > 250 109 9 0
B 1 a > 250 > 250 182 19 3
b > 250 > 250 188 19 1
2 a > 250 > 250 188 19 3
b > 250 > 250 233 22 2
3 a > 250 > 250 171 21 1
b > 250 > 250 155 6 1
4 a > 250 > 250 156 20 1
b > 250 > 250 173 19 2
C 1 a > 250 > 250 171 17 0
b > 250 > 250 216 27 1
2 a > 250 > 250 219 22 3
b > 250 > 250 247 25 1
3 a > 250 > 250 207 26 3
b > 250 > 250 236 24 2
4 a > 250 > 250 186 14 4
b > 250 > 250 202 22 2
D 1 a > 250 272 26 2 0
b > 250 315 29 1 0
2 a > 250 208 13 1 0
b > 250 226 20 3 0
3 a > 250 239 24 1 0
b > 250 284 32 3 0
4 a > 250 233 22 2 0
b > 250 225 28 1 1
E 1 a > 250 > 250 79 7 3
b > 250 > 250 104 14 2
2 a > 250 > 250 94 6 3
b > 250 > 250 90 10 0
3 a > 250 > 250 77 8 0
b > 250 > 250 85 6 1
4 a > 250 > 250 83 4 1
b > 250 > 250 83 8 0
F 1 a > 250 > 250 181 12 2
b > 250 > 250 206 20 1
2 a > 250 > 250 224 25 0
b > 250 > 250 255 39 0
3 a > 250 > 250 178 22 1
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b > 250 > 250 217 27 2
4 a > 250 > 250 167 17 1
b > 250 > 250 188 21 2
G 1 a > 250 > 250 164 18 2
b > 250 > 250 152 17 0
2 a > 250 > 250 125 16 1
b > 250 > 250 162 20 1
3 a > 250 > 250 144 14 0
b > 250 > 250 170 22 0
4 a > 250 > 250 113 11 1
b > 250 > 250 139 14 1
H 1 a > 250 > 250 89 10 0
b > 250 > 250 113 15 0
2 a > 250 > 250 68 9 0
b > 250 > 250 100 4 2
3 a > 250 > 250 95 9 1
b > 250 > 250 123 20 1
4 a > 250 > 250 62 4 1
b > 250 > 250 66 8 0
I 1 a 399 48 10 0 0
b 504 48 11 0 1
2 a 384 42 4 0 0
b 426 50 2 0 0
3 a 490 46 5 0 0
b 450 50 5 0 0
4 a 362 41 4 0 0
b 289 38 3 1 0
J 1 a > 250 89 7 1 0
b > 250 116 7 3 1
2 a > 250 104 12 2 0
b > 250 119 12 0 0
3 a > 250 81 11 0 0
b > 250 89 11 0 0
4 a > 250 94 10 0 0
b > 250 88 15 1 0
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Liite F: Varianssianalyysitaulukko
A B C D E F G H I J
1 5,313 5,318 5,236 5,704 4,489 5,273 5,215 4,595 4,060 4,575
5,273 5,338 5,497 5,844 4,787 5,425 5,130 4,852 4,078 4,836
2 5,438 5,347 5,497 5,403 4,635 5,517 4,956 4,344 3,829 4,771
5,451 5,549 5,609 5,517 4,605 5,684 5,209 4,663 3,951 4,875
3 4,691 5,263 5,464 5,576 4,443 5,303 5,063 4,654 3,932 4,522
4,927 5,088 5,568 5,765 4,522 5,505 5,257 4,970 4,007 4,605
4 4,682 5,176 5,318 5,549 4,477 5,220 4,828 4,205 3,807 4,644
4,771 5,268 5,421 5,537 4,511 5,352 5,037 4,304 3,714 4,644
Anova:
kaksisuuntainen,
toistot sallittuja
YHTEENVETO A B C D E F G H I J Yhteensä
1
Lukumäärä 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Summa 10,58621 10,65566 10,73361 11,54733 9,276128 10,69795 10,34483 9,44715 8,13798 9,410993 100,8378
Keskiarvo 5,293103 5,327829 5,366805 5,773663 4,638064 5,348975 5,172417 4,723575 4,06899 4,705496 5,041892
Varianssi 0,000808 0,000189 0,033989 0,009767 0,044657 0,011544 0,003616 0,033001 0,000146 0,03421 0,242877
2
Lukumäärä 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Summa 10,88912 10,89618 11,10664 10,92013 9,239899 11,20103 10,16531 9,007245 7,779885 9,645882 100,8513
Keskiarvo 5,444559 5,448092 5,55332 5,460065 4,61995 5,600516 5,082657 4,503622 3,889943 4,822941 5,042566
Varianssi 8,4E-05 0,020396 0,006306 0,006587 0,000437 0,013799 0,032171 0,051083 0,007516 0,005461 0,314937
3
Lukumäärä 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Summa 9,618602 10,35029 11,03218 11,34114 8,96444 10,80864 10,32009 9,623774 7,939159 9,126959 99,12526
Keskiarvo 4,809301 5,175143 5,516088 5,67057 4,48222 5,404318 5,160045 4,811887 3,969579 4,563479 4,956263
Varianssi 0,027826 0,015329 0,005461 0,017906 0,003131 0,020407 0,018993 0,049882 0,002851 0,003476 0,272783
4
Lukumäärä 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20
Summa 9,452816 10,44401 10,73865 11,08641 8,988196 10,57221 9,865266 8,508758 7,520235 9,288782 96,46534
Keskiarvo 4,726408 5,222004 5,369327 5,543205 4,494098 5,286107 4,932633 4,254379 3,760117 4,644391 4,823267
Varianssi 0,003921 0,004205 0,005244 6,89E-05 0,000562 0,008646 0,021765 0,004937 0,004333 0 0,298122
Yhteensä
Lukumäärä 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Summa 40,54674 42,34614 43,61108 44,89501 36,46866 43,27983 40,6955 36,58693 31,37726 37,47262
Keskiarvo 5,068343 5,293267 5,451385 5,611876 4,558583 5,409979 5,086938 4,573366 3,922157 4,684077
Varianssi 0,112113 0,018359 0,015419 0,021299 0,012705 0,0236 0,021358 0,073007 0,016722 0,01641
ANOVA
Vaihtelun lähde NS va KN F P-arvo F-kriittinen
Alanäyte 0,64179 3 0,21393 3,601061 0,024703
Näyte 19,77051 9 2,196724
Vuorovaikutus 1,140435 27 0,042238
Lasketut arvot 1,782225 30 0,059407 4,444067 8,06E-06
Sisällä 0,534713 40 0,013368
Yhteensä 22,08745 79
